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1.1 Síntesis del neurotransmisor glutamato y características generales 
de su metabolismo 
Los astrocitos son un tipo de célula glial del sistema nervioso central 
(SNC), considerados clásicamente como células de soporte protector, estructural 
y metabólico de las neuronas. Es bien conocido que estas células tienen también 
una participación muy activa en el procesamiento de la información durante la 
actividad sináptica. Asimismo, transfieren metabolitos y moléculas de 
señalización a otras células a través de uniones gap (Diniel, 2013), facilitando la 
comunicación y la asistencia metabólica en circunstancias fisiológicas concretas. 
Además de ser células de soporte para la transmisión del impulso nervioso 
neuronal, los astrocitos son células excitables y su excitabilidad está basada en 
variaciones de la concentración intracelular de Ca2+ al igual que las neuronas 
(Haydon, 2001; Evanko et al., 2004; Fields y Burnstock, 2006). La activación de 
células astrocitarias conduce a la liberación de gliotransmisores como glutamato 
(Glu) y ATP, que estimulan directamente a las neuronas (Haydon, 2001; Evanko 
et al., 2004; Fields y Burnstock, 2006). La transferencia de la información 
bidireccional entre astrocitos y neuronas es la base del concepto de “sinapsis 
tripartita” (Perea et al., 2009), funcionalmente constituida por elementos pre y 
postsinápticos y por los astrocitos adyacentes.  
El Glu es el principal neurotransmisor activador del SNC en vertebrados y 
como tal, su presencia en este tejido está altamente regulada. La homeostasis 
del Glu se logra por múltiples procesos que tienen lugar en la sinapsis tripartita 
donde este aminoácido es liberado y utilizado para el metabolismo general 
(Fonnum, 1984; Erecinska y Silver, 1990). Una especial atención se ha dirigido al 
estudio de los mecanismos que regulan la liberación del Glu por las neuronas y a 
su inactivación posterior, lo que ha conducido a la caracterización de sus 
receptores postsinápticos, probablemente los más estudiados y mejor 
comprendidos del SNC (Watkins y Jane, 2006). Sin embargo, entender los 
mecanismos involucrados en la función cerebral del Glu, exige no sólo el 




conocimiento detallado de sus receptores postsinápticos, sino también todas las 
enzimas que están involucradas en su producción, liberación y metabolismo.  
Los astrocitos poseen sistemas de recaptación de alta afinidad para 
algunos neurotransmisores como Glu, alanina o GABA. El Glu que proviene de la 
actividad sináptica es convertido en glutamina (Gln) (aminoácido que podemos 
considerar una forma no tóxica de Glu y amonio) mediante la enzima glutamina 
sintetasa dependiente de ATP (GS; EC 6.3.1.2) (Martínez-Hernández et al., 1977; 
McKenna, 2007). La Gln así sintetizada es enviada de vuelta a las neuronas, 
habiéndose postulado de esta forma un ciclo Gln/Glu entre neuronas y astrocitos 
para explicar el reciclaje de neurotransmisores, que incluye tanto procesos 
glicolíticos, como de biosíntesis y de degradación oxidativa de Glu en cerebro 
(Peng et al., 1993; Hertz, 1979; Hertz et al., 2000). La existencia de este ciclo, 
supone que la Gln sintetizada en el astrocito es liberada a través de 
transportadores de Gln y que ésta es captada posteriormente por las neuronas 
(Fig. 1). A continuación, la glutaminasa neuronal (GA; EC 3.5.1.2) cataliza su 
desamidación hidrolítica, dando lugar a cantidades estequiométricas de Glu y 
amonio (Nicklas et al., 1987). El modelo explica bien el suministro de un 
precursor adecuado para la síntesis de Glu en neuronas. En el contexto descrito 
para el ciclo Gln/Glu, la actividad de la enzima GS es exclusiva de astrocitos, 
mientras que la actividad GA es neuronal (Norenberg y Martínez-Hernández, 
1979; Laake et al., 1995). Sin embargo, existen evidencias que sugieren una 
localización astroglial de isoenzimas GA en cultivos primarios (Kvamme et al., 















Figura 1. Ciclo Gln/Glu en cerebro. El Glu es convertido a Gln mediante la actividad 
enzimática GS. La Gln es entonces transportada a las neuronas presinápticas vía transportador 
SLC38A7 (transportador de sodio acoplado a aminoácidos neutros 7, SNAT7). Dentro de la 
neurona presináptica, el Glu se forma a partir de Gln a través de la actividad enzimática GA, y es 
almacenado en vesículas de secreción para su posterior liberación después de la activación de un 
potencial de acción. En la hendidura sináptica, el Glu es captado por los astrocitos mediante 
transportadores sodio-dependientes EAAT1 y EAAT2 (transportadores de aminoácidos 
excitadores 1 y 2, también conocidos como transportadores gliales de Glu de alta afinidad). 
Dentro del astrocito el Glu es convertido de nuevo en Gln. Imagen tomada de la página web: 
themedicalbiochemistrypage.org. 
 En cerebro, existen al menos cuatro reservorios (“pools”) de Glu: el 
neurotransmisor, el metabólico, Glu precursor de GABA en neuronas inhibidoras 
y Glu precursor de Gln en células gliales (Broman et al., 2000). Pese a que ha sido 
objeto de numerosas investigaciones, aún no se conoce completamente cuál es 
el origen del Glu que actúa como neurotransmisor cerebral. No obstante, existe 
un amplio consenso que establece que el Glu neurotransmisor producido en 
neuronas deriva principalmente de la Gln a través de la enzima GA. Por su parte, 
el Glu intracelular metabólico (no neurotransmisor) procede de la aminación 
reductiva vía glutamato deshidrogenasa (GDH; EC 1.4.1.2) y/o transaminación del 
α-cetoglutarato (αKG) generado a partir de intermediarios del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos (TCA). La síntesis de Glu a través de esta vía requiere del aporte de 
un grupo amino. Se ha demostrado que los terminales sinápticos poseen 
transportadores de aminoácidos de alta afinidad (Shank y Bennett, 1993). Así, los 
aminoácidos leucina, valina (Yudkoff et al., 1996) y alanina (Erecinska et al., 
1994) podrían actuar como donadores de nitrógeno para la síntesis de Glu. Este 




Glu podría llegar a representar aproximadamente el 50 % del  pool total 
(Palaiologos et al., 1988; Waagepetersen et al., 2005). El mecanismo descrito, 
supone la pérdida de αKG, por lo que éste ha de ser repuesto a través de 
reacciones anapleróticas, como la catalizada por la enzima piruvato carboxilasa 
(PC; EC 6.4.1.1) en las neuronas (Hassel y Brathe, 2000). 
 En los astrocitos, el Glu, además de ser usado para la síntesis de Gln vía 
GS, puede ser oxidado contribuyendo en parte a satisfacer las necesidades 
energéticas de estas células (Diniel, 2013). Asimismo, el Glu podría ser 
sintetizado a partir de αKG. Se ha comprobado que entre un 10-30% del Glu 
suministrado a la neurona en forma de Gln por el astrocito procede de 
anaplerosis glial (Lebon  et al., 2002; Maciejewski et al., 2008). En esta memoria 
se discutirán otras posibles fuentes anapleróticas de Glu astroglial. 
 El mantenimiento de la neurotransmisión requiere de la energía liberada 
en la glicolisis y el ciclo TCA  en neuronas y células gliales a partir de glucosa 
(Glc), principal sustrato energético del cerebro. La espectroscopía de resonancia 
magnética nuclear de carbono 13 ([13C] RMN) constituye una sofisticada técnica 
para el estudio del metabolismo celular, que en el caso del SNC permite analizar 
las interacciones metabólicas entre neuronas y células gliales (Gadian et al., 
1993; Kunnecke et al., 1995). Estos estudios in vivo sugieren que el ciclo Gln/Glu 
es la principal vía metabólica y que su tasa se incrementa de forma proporcional 
a la tasa de oxidación de Glc en neuronas (Patel et al., 2004; Sibson et al., 1998). 
Como se ha indicado, el astrocito convierte Glu exógeno en Gln endógena 
(Waniewiski y Martin, 1986) y para tal efecto se necesita un transporte efectivo 
de amonio desde las neuronas hasta los astrocitos (Waagepetersen et al., 2000; 
Marcaggi y Coles, 2001). Los astrocitos puedan captar directamente el amonio 
por difusión (Fig. 2A) sin evidencias de que este consumo sea acoplado a la 
función sináptica (Nagaraja y Brookes, 1998). El amonio generado por la 
actividad GA en neuronas podría ser también transportado al astrocito después 
de su incorporación a aminoácidos como la alanina (Fig. 2A) o aminoácidos de 
cadena ramificada (Fig. 2B). La síntesis de estos aminoácidos depende de la 





transaminación con piruvato (alanina aminotransferasa, ALAT) o α-cetoácidos de 
aminoácidos de cadena ramificada (aminotransferasa de aminoácidos de cadena 
ramificada, BCAT) (Fig. 2). La alanina y aminoácidos de cadena ramificada 
podrían ser transportados al exterior de la neurona mediante transportadores de 
aminoácidos neutros o específicos, acoplados a sodio, y posteriormente ser 
captados por los astrocitos (Douglas et al., 2012). En el astrocito, el amonio se 


































Figura (2). Transferencia de amonio entre neuronas y astrocitos. A) Transportador 
Alanina-lactato entre neuronas y astrocitos. El amonio producido en neuronas es incorporado a 
αKG para la producción de Glu mediante la actividad GDH; a continuación, la alanina, procede de 
la transaminación catalizada por alanina aminotransferasa (ALAT), con el piruvato. La alanina es 
transportada al astrocito en donde es sometida a reacciones inversas para  la producción de Glu. 
Finalmente el amonio liberado mediante la actividad GDH es utilizado para la síntesis de Gln 
(Waagepertesen et al., 2000). En azul se representa la difusión del amonio en su forma gaseosa 
hasta el astrocito (como un mecanismo alternativo para el transporte del amonio), donde es 
equilibrado en su forma protonada y usado posteriormente para la síntesis de Gln. B. 
Transferencia de amonio mediada por aminoácidos de cadena ramificada. Como ejemplo se 
muestra el transporte de leucina. El amonio incorporado en Glu mediante aminación reductiva 
vía GDH es posteriormente transaminado hasta α-cetoisocaproato para formar leucina. En los 
astrocitos, la leucina es transaminada para formar el α-cetoácido correspondiente y Glu 
mediante la actividad de una aminotransferasa mitocondrial. Finalmente, el amonio es liberado 
del Glu por la reacción catalizada por la GDH (Liethe et al., 2001). TCA, ciclo de ácidos 
tricarboxílicos; GDH, glutamato deshidrogenasa; Leu, leucina;  Ace-Coa, Acetil-Coa;  Ala, alanina;  
ALAT, alanina aminotransferasa; αKIC, α-cetoisocaproato; BCAT, aminotransferasa de 
aminoácidos de cadena ramificada; Lac, lactato; OAA, oxaloacetato; PC, piruvato carboxilasa; Pyr, 
piruvato. 
  Otra importante función del astrocito aparte de la regulación de la 
neurotransmisión mediada por Glu,  su implicación en el metabolismo energético 
y su papel como neuroprotector, es el mantenimiento de la homeostasis del 
potasio (K+) y la amortiguación de la acidosis metabólica extracelular (Haussinger 





La síntesis de Gln a partir de Glu no es la única vía por la que el cerebro 
puede eliminar amonio, ion que a altas concentraciones resulta tóxico (Hertz et 
al., 2004). Los astrocitos son muy permeables al ion K+ debido a la presencia de 
multitud de canales iónicos de K+ en su membrana, muy especialmente 
localizados en los pies perivasculares (Newman et al., 1986). El amonio es un ion 
cargado positivamente que tiene propiedades similares al ion K+. El amonio 
puede cruzar así las membranas celulares del astrocito, a través de canales 
iónicos o transportadores de membrana, pudiendo reemplazar a iones como el 
K+ u otros como el hidrógeno. En cultivos celulares se ha demostrado esta 
interferencia del amonio con el transporte del K+, lo que favorece su 
acumulación extracelular. Este hecho frecuentemente se observa en pacientes 
que desarrollan encefalopatía hepática (HE) (Lichter-Konecki, 2008), donde la 
hiperamonemia es un factor clave en el desarrollo de esta patología (Shawcross 
et al., 2005; Haussinger et al., 2008). Cuando altas concentraciones de amonio 
llegan al SNC, el aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, 
hace que tanto los astrocitos como las neuronas lo capten convirtiéndolo en Gln, 
que eleva así su concentración en el citoplasma. La Gln puede comportarse como 
una molécula osmóticamente activa, lo que induciría la entrada de agua 
(swelling), provocando lesiones celulares (Shawcross et al., 2005; Blei et al., 
1994; Rama et al., 2007). Estudios adicionales han demostrado que el 
incremento en las concentraciones de amonio, y el consecuente aumento en la 
síntesis de Gln, produce una disfunción mitocondrial conocida como MPT 
(transición de la permeabilidad mitocondrial), que  da como resultado la pérdida 
de la permeabilidad selectiva a pequeños solutos y que puede jugar un papel 
clave en el mencionado swelling del astrocito (Cordoba et al., 1999; Yajakumar et 
al., 2006).  
En esta misma línea y como una alternativa para explicar la 
neurotoxicidad del amonio en HE,  Albrecht y Noremberg (2006), plantearon la 
hipótesis del caballo de Troya, hipótesis que también postula a la Gln como causa 
fundamental en la patogénesis de la enfermedad: la Gln sintetizada en astrocitos 
sería transportada desde el citoplasma hasta el interior de la mitocondria, vía un 




transportador de Gln sensible a histidina (Albrecht et al., 2000). Este proceso 
podría ser potenciado por el amonio que estimula el consumo de Gln (Dolinska 
et al., 1996), ya que se ha demostrado que la presencia de amonio “per se” no 
induce MPT y requiere de la síntesis de Gln para generar el daño (Albretch et al., 
2006). La Gln sería entonces metabolizada por GA, que produciría Glu y amonio. 
La concentración de amonio en el compartimento mitocondrial podría alcanzar 
niveles extremadamente altos, induciendo MPT y la producción de radicales 
libres con el consiguiente daño oxidativo de los constituyentes mitocondriales y 
el swelling celular. De esta forma, tras su transporte y catabolismo mitocondrial, 
la Gln se comportaría como un caballo de Troya sirviendo como transportador de 
amonio en la mitocondria y causando neurotoxicidad a través de su 
desamidación por la actividad GA (Albrecht y Norenberg., 2006). La hipótesis del 
caballo de Troya de Norenberg y Albrecht requiere, necesariamente, la presencia 
de actividad GA mitocondrial en astrocitos. No obstante, hasta la fecha, no se ha 
detectado la presencia de GA en astrocitos in vivo. Este es un hecho muy 
controvertido que requiere evidencias experimentales sólidas para ser 
confirmado. 
 1.2 Genes y transcritos de GA en mamíferos 
En mamíferos se han descrito dos genes que codifican para diferentes 
isoenzimas GA. En humanos estos dos genes se localizan en dos cromosomas 
distintos. El gen GLS se localiza  en el cromosoma 2, tiene una longitud de 82 kb y 
está constituido por 19 exones (Porter et al., 2002). Al menos dos transcritos 
diferentes se originan a partir de este gen: el mRNA denominado KGA, formado 
al unirse los exones 1 a 14 con los exones 16 a 19, y un segundo transcrito que 
aparece por corte y empalme alternativo, denominado GAC, y que utiliza tan sólo 
los 15 primeros exones del gen, omitiendo los exones 16-19, tal y como se puede 
observar en la Figura 3 (Elgadi et al., 1999; Porter et al., 2002). 
El segundo gen, GLS2, se localiza en el cromosoma 12 y codifica a las 
isoenzimas GAB y LGA (Aledo et al., 2000). Tiene una longitud superior a 18 kb y 





de los mRNA de KGA y GAB/LGA poseen la misma longitud y muestran una gran 
homología de secuencia (Pérez-Gómez et al., 2003). Las principales diferencias 
entre las secuencias codificantes de ambos genes, aparte del exón 19 presente 
en el gen GLS y ausente en el gen GLS2, están localizadas en los exones 1 y 18. El 
exón 1 de isoenzimas que derivan del gen GLS2, GAB y LGA, contiene un motivo 
LXXLL de interacción con receptores nucleares, que podría explicar la localización 
nuclear que nuestro grupo ha demostrado en cerebro de mamíferos (Olalla et al., 
2002). El exón 18 que codifica para la región C-terminal en las isoenzimas KGA, 
GAB y LGA, presenta una homología de secuencia baja. Los aminoácidos 
codificados por este exón en la isoenzima GAB humana están implicados en el 
reconocimiento de módulos de interacción PDZ (Olalla et al., 2001). De esta 
forma, existen diferencias significativas en las secuencias de regiones implicadas 
en la señalización y el exporte de proteínas a orgánulos celulares y su interacción 
con otras proteínas, que podría explicar las distintas funciones que estas 
isoformas pueden desempeñar. PDZ es un acrónimo que combina las primeras 
letras de tres proteínas en donde se encontró inicialmente este dominio: 
proteína de densidad postsináptica (PSD95), una proteína supresora de tumores 
en Drosophila (DlgA), y la proteína zonula occludens-1 (ZO-1). 
El análisis de las secuencias de los genes humanos de GA sugiere que han 
evolucionado a partir de un gen ancestral común (Pérez-Gómez et al., 2003), 
como se ha sugerido también para los genes de rata (Chung-Bok et al., 1997). Así 
pues, los genes parálogos, Gls y Gls2, pudieron surgir por duplicación génica, 
seguida de cambios graduales en las secuencias de ambas copias. Genes 
ortólogos a los genes humanos GLS y GLS2 se han descrito en ratón y rata (Mock 
et al., 1989; Chung-Bock et al., 1998). Resulta interesante destacar que las 
proteínas parálogas pueden adquirir diferentes funciones durante su evolución, 
aun conservando una gran similitud de secuencia y estructura tridimensional 
(Márquez et al., 2009). 
Las isoenzimas GA difieren en su estructura y en sus propiedades 
cinéticas, inmunológicas y reguladoras. Recientemente, nuestro grupo de 




investigación demostró la co-expresión de las dos isoenzimas codificadas por el 
gen Gls2 (GAB y LGA) en humanos, rata y ratón (Martín-Rufián et al., 2012). Las 
dos isoformas Gls2 surgen como consecuencia de la existencia de un sitio 
alternativo de inicio de la transcripción, situado en el intrón 1 del gen Gls2, a una 
distancia de 7 kb del promotor del transcrito canónico GAB.  
Fig. 3. Genes de glutaminasa humana GLS y GLS2 y transcritos alternativos KGA, GAC, 
GAB y LGA. 
Los transcritos de mRNA del gen Gls2 presentan una clara expresión en 
cerebro de mamíferos. Estudios recientes realizados por nuestro grupo, 
revelaron que el transcrito LGA es más abundante en cerebro de ratón mientras 
que GAB lo es en rata (Martín-Rufián et al., 2012). Sin embargo, en cerebro, el 
transcrito KGA fue claramente el más abundante, representando más del 90% 






  Por otra parte, podríamos mencionar que los DNA complementarios 
(cDNAs) de KGA y GAC en rata y humano contienen repeticiones  variables de 
CAG en su extremo 5’. Las repeticiones CAG codifican para la síntesis de poli-Gln 
que puede dar lugar a la agregación de la proteína codificada y posible daño del 
tejido neural (Márquez et al., 2012).  
Tradicionalmente se había considerado que los microsatélites eran 
marcadores evolutivamente neutros que carecían de una función específica, y 
que formaban parte del denominado “DNA basura” (Selvin et al., 2007). Las 
enfermedades causadas por la expansión de repeticiones de nucleótidos pueden 
agruparse en dos categorías, aquellas en las que la repetición se encuentra 
localizada en un exón, y aquellas otras en las que se localiza en regiones no 
codificantes. Se cree que el aumento en el número de residuos de Gln genera 
cambios conformacionales en la proteína que le proporcionan una ganancia de 
función y le confieren propiedades tóxicas. Al parecer, las proteínas anómalas no 
pueden ser degradadas por el sistema ubiquitina-proteasoma y se acumulan en 
inclusiones citoplasmáticas (Wood et al., 1998). Se cree que los cambios 
conformacionales de la proteína anómala le permitirían establecer nuevas 
interacciones con otras proteínas celulares, produciendo el secuestro de las 
mismas en estos agregados (Simon  et al., 2001). A pesar de la especulación 
científica, el significado funcional de estas repeticiones en el extremo 5’ de GLS  
está aún por descubrir.  
En células cancerosas, las isoenzimas GA juegan un papel importante en 
la bioenergética tumoral. Las células tumorales reprograman su metabolismo 
con objeto de satisfacer tres importantes funciones: obtención de energía, 
aumento de biomasa y protección redox. Esta reprogramación metabólica de la 
célula tumoral se caracteriza principalmente por dos cambios principales: 
glicolisis aerobia incrementada en lugar de fosforilación oxidativa (OXPHOS) para 
el catabolismo de la glucosa y un incremento en la dependencia de Gln (Hsu y 
Sabatini, 2008).  




Existen mecanismos de regulación diferentes para la  expresión génica de 
estas isoenzimas en tumores. La sobreexpresión de GA es una característica 
fenotípica que manifiestan muchos tumores experimentales y cánceres 
humanos. Muchos estudios sugieren que las isoenzimas derivadas de los genes 
GLS y GLS2 podrían desempeñar papeles diferentes a los meramente catalíticos 
en la progresión tumoral. El gen GLS comúnmente está sobreexpresado en 
muchos tipos de tumores y se ha relacionado de forma positiva con la 
proliferación y el grado de malignidad tumoral (Lobo et al., 2000). Estudios 
realizados en células P-493 de linfoma B humano y células PC13 de cáncer de 
próstata describen el mecanismo de regulación del gen GLS por el oncogén c-
Myc (Gao et al., 2009). Los genes Myc pertenecen a una familia de proto-
oncogenes activadores de la tumorigénesis y que están sobreexpresados en 
numerosos tipos de cáncer (Albihn et al., 2010). La inducción de la isoenzima 
KGA en estos cánceres proviene de un mecanismo postranscripcional que implica 
la unión de dos micro-RNAs, mir-23a y mir-23b, en la zona 3’ UTR del gen GLS 
(Gao et al., 2009), lo que lleva a la inhibición de su expresión. La sobreexpresión 
de c-Myc en células tumorales conduce a la supresión de la síntesis de los micro-
RNAs anteriormente mencionados y a un aumento de KGA. Como consecuencia, 
se produce un incremento en el catabolismo de la Gln propio de las células 
tumorales. Mientras el gen GLS está regulado por el oncogén c-Myc, y por lo 
tanto asociado a proliferación y tumorigénesis, el gen GLS2 está controlado por 
proteínas de la familia del gen supresor tumoral P53 (Hu et al., 2010; Suzuki et 
al., 2010; Velletri et al., 2013), por lo que parece asociarse con estados no 
proliferativos o de quiescencia celular (Pérez-Gómez et al., 2005). El factor de 
transcripción P53 activa la transcripción de GLS2, promoviendo el metabolismo 
de Gln y la generación de glutatión que reduce los niveles de especies reactivas 
de oxígeno (ROS) como un mecanismo de protección frente al desarrollo de 
tumores (Hu et al., 2010; Suzuki et al., 2010). Los autores de estos trabajos 
sugieren que el aumento en la capacidad anti-oxidante debido al incremento del 
nivel de glutatión por GLS2, podría ser clave en los efectos mediados por P53, de 
esta forma se podría calificar a GLS2 como un potencial supresor tumoral con 





La expresión de la isoenzima GAB está reprimida en ciertos tipos de 
cáncer (Szeliga et al., 2005). Recientemente, se ha publicado que la 
sobreexpresión de GLS2 en la línea T98G de glioblastoma humano (línea T98G-
GAB) conduce a una reversión del fenotipo tumoral in vitro. De esta forma, la 
línea T98G-GAB tienen menor tasa de proliferación y capacidad invasiva, y se 
muestran menos malignas que la línea parental de la que derivan (T98G), aunque 
los mecanismos que regulan estos cambios son todavía desconocidos (Szeliga et 
al., 2009). En células de carcinoma hepatocelular (HCC), la expresión de GLS2 es 
también muy reducida y su sobreexpresión en esta línea celular redujo la 
formación de colonias (Suzuki et al., 2010), resultados que están en la misma 
línea que los comentados para los gliomas. 
 1.3 Al menos tres isoenzimas GA se expresan en el cerebro de mamíferos 
El modelo tradicional de expresión de GA postulaba que la única 
isoenzima presente en cerebro, responsable de la generación del  
neurotransmisor Glu, era la isoforma KGA (Curthoys y Watford, 1995). Nuestro 
grupo fue el primero en descubrir la expresión simultánea de transcritos de 
mRNA para KGA y GAB en cerebro humano (Aledo et al., 2000; Gómez-Fabre et 
al., 2000). Posteriormente, demostramos la co-expresión de mRNA de KGA y GAB 
en cerebro de otras especies de mamíferos como vaca, ratón, conejo y rata 
(Olalla et al., 2002). La co-expresión fue confirmada a nivel de proteínas, 
empleando métodos bioquímicos e inmunológicos y anticuerpos isoenzima-
específicos. 
 Tres isoenzimas GA se expresan en el cerebro de mamíferos: KGA, GAB y 
LGA (Olalla et al., 2002; Martín-Rufián et al., 2012). Es de destacar que la 
expresión de isoenzimas Gls2 (GAB y LGA) se ha detectado no sólo en hígado y 
cerebro de tejidos adultos, sino también en páncreas (Gómez-Fabre et al., 2000), 
células tumorales (Turner y McGivan, 2003; Pérez-Gómez et al., 2005), y células 
del sistema inmune (Castell et al., 2004) (Tabla 1). 
 Mediante inmunotinción doble realizada con anticuerpos específicos 
frente a las isoformas KGA y GAB, se puso de manifiesto que ambas colocalizan 




en numerosas células de diferentes regiones del cerebro de mamíferos (Olalla et 
al., 2002). A pesar de estas evidencias experimentales, algunos trabajos 
relacionados con la homeostasis del ciclo Gln/Glu en cerebro aún ignoran la 
presencia de isoenzimas Gls2. Un ejemplo claro se encuentra en estudios 
realizados con ratones transgénicos knockout (KO) para el gen Gls. Estos ratones 
mueren poco tiempo después de su nacimiento; sin embargo, al anular la 
expresión de isoformas Gls (KGA + GAC) se observó un disminución en el flujo 
excitador postsináptico en neuronas, aunque se mantuvo la actividad 
glutamatérgica en neuronas fetales de estos ratones mutantes nulos. No se 
encontró en cultivos de neuronas corticales esa sutil disminución en las 
corrientes excitatorias postsinápticas, detectándose niveles adecuados de Glu 
intrasináptico y una actividad sináptica normal en neuronas carentes de estas 
isoformas (Masson et al., 2006). Para explicar estos resultados inesperados, los 
autores sugieren que existen otras vías operativas para la síntesis de Glu, como 
reacciones de transaminación o mediante la recaptación neuronal directa del 
Glu. Sin embargo, omiten la existencia de isoenzimas Gls2 como un posible 
mecanismo compensatorio para la síntesis del neurotransmisor Glu en ratones 
KO nulos para Gls (Márquez et al., 2009). 
 Además de la expresión de isoformas Gls2 en cerebro de mamíferos, otro 
hallazgo inesperado se obtuvo en relación a la localización subcelular de GA en 
neuronas. Tradicionalmente, las isoenzimas GA han sido encontradas siempre en 
localizaciones mitocondriales, un hecho confirmado ampliamente por 
inmunocitoquímica con anticuerpos anti-KGA y anti-mitocondria usando 
microscopía láser confocal y microscopía electrónica (Olalla et al., 2002; Eid et 
al., 2006). La localización de esta isoforma en la mitocondria  fue reportada 
previamente por otros autores en cerebro de mamíferos (Aoki et al., 1991; Laake 
et al., 1999;). Sin embargo, técnicas inmunocitoquímicas en cerebro de rata y 
mono revelaron inesperadamente que la inmunotinción de Gls2 se concentró en 
mitocondrias y en núcleos neuronales (Olalla et al., 2002). Así, nuestro grupo de 
investigación demostró por primera vez una localización extramitocondrial de la 





consideraba a las GA como enzimas exclusivamente mitocondriales (Kovacevic y 
McGivan, 1983; Curthoys y Watford, 1995). 
Las características fisiológicas, funcionales y estructurales más 
representativas de cada isoforma GA  se resumen en la Tabla 1. 
 
En cerebro, una gran  variedad de factores endógenos y exógenos pueden 
modular la actividad GA. El Ca2+ activa la GA en mitocondrias y sinaptosomas, 
rodajas de cerebro y homogenados, aunque no parece actuar sobre la enzima 
purificada, indicando claramente que este efecto es indirecto (Erecinska et al., 
1994; Kvamme et al., 2000). Se sabe que  el fosfato inorgánico (Pi) es el activador 
principal para la actividad in vitro de las enzimas mitocondriales GAC y KGA   
(Cassago et al., 2012), si bien se desconoce si su efecto es fisiológico “in vivo” en 
cerebro. Las isoenzimas KGA y GAC se encuentran en su mayoría como dímeros 
inactivos que tienden a formar un tetrámero activo en presencia de Pi (Godfeyz 
Tabla 1. Genes, transcritos e isoformas GA en humanos 
Nombre 
transcrito/proteína KGA GAC GAB LGA 
Gen GLS GLS GLS2 GLS2 











Ayuste alternativo Ayuste alternativo Canónica 















riñón, pulmón y 
células de cáncer 
Hígado, cerebro, 
páncreas, sistema 




inmune y células de 
cáncer humano 
Número de residuos 669 aa 598 aa 602 aa 565 aa 
Dependencia de fosfato 
inorgánico (Pi) 
Alta Alta Baja Baja 
Activación por amonio No No Baja Fuerte 
Inhibición por Glu Fuerte ___ Moderada No 




et al., 1977; Morehouse y Curthoys, 1981). El análisis de la estructura cristalina 
del tetrámero GAC reveló que la tetramerización y la afinidad de la enzima hacia 
el sustrato son eventos dependientes de la concentración de Pi. Bajo estas 
condiciones, las isoformas KGA/GAC son las más eficientes en la hidrólisis de Gln 
en presencia de Pi (Cassago et al., 2012). 
1.4 Proteínas que interaccionan con GA en cerebro 
Recientemente, se han descubierto proteínas que interaccionan con GA 
en cerebro de mamíferos. Caracterizar el conjunto global de interacciones entre 
proteínas en un organismo representa un nivel de complejidad superior al de 
proyecto Genoma Humano, consistente en secuenciar toda la dotación genética 
del ser humano. El análisis de las interacciones entre proteínas es muy 
importante porque amplifican enormemente el abanico de funciones que una 
proteína puede desempeñar en un ser vivo. Así, las interacciones entre proteínas 
constituyen la base de múltiples mecanismos fundamentales que regulan tareas 
esenciales en las células, como el envío de proteínas a diferentes orgánulos y la 
formación y ensamblaje de agregados multiproteicos.  
Con el fin de descubrir posibles nuevas funciones fisiológicas de 
isoenzimas GA en cerebro, se realizaron estudios para aislar proteínas que 
interacción con GA. Mediante  rastreo de doble híbrido en levaduras utilizando 
como cebo la región C-terminal de la GAB humana, se aislaron dos cDNAs de 
cerebro humano que codifican para proteínas que contienen dominios PDZ: alfa-
1-sintrofina (SNT) y la Glutaminase-Interacting Protein (GIP) (Olalla et al., 2001). 
Los dominios PDZ se unen a secuencias cortas del extremo C-terminal de sus 
proteínas diana, facilitando así la formación de complejos funcionales 
específicos. 
La proteína GAB humana posee en la región C-terminal al menos cuatro 
aminoácidos, ESMV, que coinciden con la secuencia requerida para la interacción 
con proteínas PDZ (Ponting et al., 1997). La unión clave de los residuos 





demostrado ser una interacción muy específica, tanto en ensayos genéticos in 
vivo en levaduras como empleando técnicas de precipitación por afinidad (Olalla 
et al., 2001). Las proteínas GIP y SNT se expresan ampliamente en cerebro de 
mamíferos, particularmente en astrocitos, donde se encuentran en procesos y 
pies perivasculares (Olalla et al., 2008). 
Las SNTs son una familia de proteínas adaptadoras que unen y anclan 
proteínas de señalización. La familia de las SNTs comprende cinco isoformas (α1, 
β1, β2, γ1 y γ2) que se expresan en músculo esquelético, corazón, cerebro y 
otros tejidos humanos (Ahn et al., 1996). En cerebro, el dominio PDZ de SNT se 
une a proteínas quinasas y a la enzima óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS; EC 
1.14.13.39): se ha sugerido que estas interacciones participan en un mecanismo 
de tráfico selectivo de proteínas a localizaciones subcelulares (Suzuki y Takeda, 
2001). En astrocitos, se ha demostrado que SNT es un organizador del complejo 
proteico de distrofinas. En cerebro, las distrofinas se encuentran 
predominantemente en las sinapsis, donde las células nerviosas conectan unas 
con otras, y también en las paredes de los vasos sanguíneos y en la barrera 
hemato-encefálica (Bragg et al., 2006). La proteína SNT es la proteína PDZ mejor 
caracterizada en astrocitos, y se concentra en los pies perivasculares anclando a 
la AQP4, un canal de agua, a estas membranas (Neely et al., 2001). El 
acoplamiento entre  AQP4 y SNT puede ser indirecto y estudios recientes han 
sugerido que proteínas de anclaje adicional (¿quizás GIP?) son necesarias para la 
agrupación de AQP4 en los pies perivasculares de astrocitos en cerebro (Amiry-
Moghaddam et al.,  2004). 
En la actualidad, el papel funcional de la proteína GIP en los pies 
astrocitarios perivasculares se desconoce, así como si GIP o SNT pueden actuar 
como adaptadores de la GA. Por otro parte, como ya hemos mencionado en el 
apartado 1.2, la interacción de la región C-terminal de GAB humana con 
proteínas PDZ puede sugerir un mecanismo molecular para explicar su 
traslocación nuclear. Podría proponerse que SNT o GIP pueden contribuir a 
determinar la localización subcelular de GA en ciertas regiones del cerebro, 




creando así un mecanismo de envío y/o regulación de la GA. Un mecanismo 
similar ha sido reportado para la isoenzima KGA en cerebro mediado por su 
interacción con la proteína caitaxina (Buschdorf y col., 2006). La proteína 
caitaxina mostró un patrón de expresión similar a KGA en mitocondrias de la 
línea celular de ratones PC12 (feocromocitoma de médula adrenal), estimuladas 
con un factor de crecimiento nervioso (NGF) por 24 horas, que induce 
diferenciación celular. Después de co-transfectar estas células con KGA y 
caitaxina, caitaxina distribuye a KGA desde procesos celulares a neuritas 
terminales y, por tanto, el trafico neuronal de KGA se adscribe a su interacción 
específica con caitaxina (Buschdorf et al., 2006). Estos autores demostraron 
además que caitaxina redujo los niveles de Glu por inhibición de la actividad 
KGA. Es así como la neurotransmisión glutamatérgica y el desarrollo neuronal 
podrían estar regulados por esta nueva interacción (Marquez et al., 2009). 
La proteína GIP contiene un único dominio PDZ que abarca los residuos 
17-112 de su secuencia (124 residuos en total). Aunque un único dominio PDZ 
también puede llegar a ser funcional, los miembros de la familia PDZ usualmente 
tienen dos o más repeticiones de estos motivos, de acuerdo con su función de 
proteínas que sirven como andamios para anclar y ensamblar complejos 
multiproteicos. En este sentido, GIP sólo posee un dominio PDZ que representa 
casi la totalidad de su estructura primaria. No obstante, GIP puede asociarse 
formando dímeros, puede unirse a la región C-terminal de sus dianas proteicas, a 
otros dominios PDZ y a motivos de reconocimiento adyacentes a estos motivos 
PDZ, incluso, puede asociarse a motivos de reconocimiento no canónicos de 
proteínas que carecen de la clásica secuencia de reconocimiento C-terminal; por 
todo lo anterior, varias proteínas podrían ser simultáneamente reconocidas por 
GIP de acuerdo con su función principal de proteína adaptadora (Aledo et al., 
2001; Banerjee et al., 2008; Zoetewey et al., 2012; Banerjee et al., 2013).  
Nuestro grupo ha realizado estudios estructurales de la proteína GIP 
humana combinando técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN) de alta 





(Banerjee et al., 2008). Partiendo de esos resultados, hemos demostrado que GIP 
posee una estructura secundaria formada por dos hélices α y 6 láminas β (Figura 
2). El domino PDZ une la región C-terminal de la proteína diana en un surco 
alargado, denominado surco de unión PDZ, situado entre la segunda hélice-α y la 
segunda lámina-β. El dominio PDZ proporciona una región hidrofóbica que 
refuerza y hace más selectiva la unión al formar enlaces de hidrógeno entre las 
amidas de la cadena principal y el carboxilato C-terminal del péptido sustrato ( 
Zoetewey et al., 2011). El péptido C-terminal de la GAB (KENLESMV) fue utilizado 
en nuestros estudios de interacción con GIP. La adición de la diana peptídica a 
GIP originó una significativa disminución en la fluorescencia intrínseca de la 
proteína GIP. El efecto de la unión del ligando en la estructura secundaria de GIP 
también fue investigado por DC, confirmándose también por esta técnica que la 
unión de GIP a su ligando es un efecto alostérico (Banerjee et al., 2008;  







Figura (3): Modelo de la estructura secundaria de la proteína humana GIP. Se muestran 
las 6 láminas β y las 2 hélices α. Los residuos His-90 y Trp-83 (eje interno expuesto a la hendidura) 
también se aprecian. (Tomado de Banerjee y col., 2008). 
La diversidad de las interacciones PDZ y su intervención en el 
mantenimiento de las condiciones fisiológicas normales de las células son de una 
gran importancia. Un gran número de patologías humanas se generan por una 
disfunción o interacción atípica e inapropiada entre proteínas que afectan los 
principales procesos biológicos.  




La proteína β-catenina (importante en vías de señalización Wnt/wingless) 
está implicada en una gran variedad de procesos fisiológicos como migración 
celular, polaridad, proliferación y muerte celular. Se asocia con TCF-4 (factor de 
transcripción 4) para regular la expresión de genes Wnt, incluyendo el oncogen c-
Myc (Kanamori et al., 2003). Este factor de transcripción se asocia física y 
funcionalmente con GIP mediante su dominio PDZ, inhibiendo su capacidad 
transcripcional y reduciendo la proliferación de células de cáncer colorrectal 
(Kanamori et al., 2003). La sobreexpresión de la proteína GIP está relacionada 
directamente en procesos invasivos de cáncer de mama (Han et al., 2012). El uso 
de ratones modelo ortópicos y heteretópicos, inoculados con líneas celulares de 
glioblastoma humano (D54 y U87) y knockdown para el mRNA de GIP, 
demostraron que GIP facilita la capacidad invasiva del tumor inducida por la 
angiogénesis (Miaojun et al., 2013). Los ensayos in vitro e in vivo mostraron que 
GIP utiliza múltiples vías, incluyendo la modulación de la expresión génica de 
fibronectina 1 y la secreción de la proteína uPA (factor angiogénico) para 
establecer o mantener un microambiente pro-angiogénico dentro del tumor 
(Miaojun et al., 2013). 
Se han descrito interacciones de GIP con algunas proteínas que regulan la 
actividad de GTPasas (como ARHGEF16 y Rho activador de rotequinas), que 
intervienen en procesos como la citocinesis, transcripción, crecimiento y 
transformación celular. También se ha descrito la asociación de GIP con FAS, un 
miembro de la familia de receptores TNF (factor de necrosis tumoral alfa) 
(Zoetewey et al., 2011), y con proteínas relacionadas con procesos virales 
oncogénicos como HPV16-E6 y HTLV-1 Tax. En cerebro, GIP se asocia a una 
proteína inhibidora de angiogénesis específica de este órgano denominada BAI2. 
Todas estas proteínas contienen la secuencia consenso de unión C-terminal (E-S-
X-V-COOH)  ( Zoetewey et al., 2011). 
 Trabajos recientes amplían la diversidad de funciones adscritas a GIP. Se 
han identificado dos nuevas proteínas de interacción: Deltex homolog 1 (DTX1), 





(Zhang et al., 2010) y una proteína de unión a RNA de doble cadena Staufen 
homolog 1 (STAU1), también implicada en procesos de transporte celular y un 
componente crítico en el mantenimiento neuronal (Zencir et al., 2013). Ambas 
proteínas se unen a GIP a través de un motivo de reconocimiento interno, ya que 
carecen de la clásica secuencia de reconocimiento C-terminal (Zencir et al., 
2013). 
 1.5 Expresión de GIP en cerebro de mamíferos 
 La hipótesis relativa a que la GA en cerebro esté regulada por proteínas 
PDZ es muy interesante, porque puede proporcionar un mecanismo útil de 
control de la síntesis de Glu y también podría explicar el transporte de la GA 
cerebral a distintos compartimientos celulares. De hecho, se ha demostrado que 
GIP inhibe la actividad de la isoenzima LGA en extracto total de hígado de rata 
(Aledo et al., 2001). Más Aún, se ha demostrado que la interacción con proteínas 
PDZ permite a ciertas proteínas ser enviadas a sus localizaciones subcelulares, 
incluyendo el núcleo (Olalla et al., 2008: Márquez et al., 2006). Como hemos 
mencionado anteriormente, las isoenzimas que derivan del gen Gls2 poseen un 
motivo LXXLL de interacción con receptores nucleares en su región próxima al 
extremo N-terminal, lo que podría explicar la localización nuclear que nuestro 
grupo ha demostrado previamente para esta isoenzima (Olalla et al., 2002; 
Kausalya et al., 2004). Para comprobar la relevancia fisiológica de la interacción 
GA-GIP, se llevaron a cabo estudios de la expresión de GIP en cerebro de 
mamíferos, tratando de correlacionar su expresión con patrones conocidos de 
expresión de Gls2 (Olalla et al., 2002) y SNT (Neely et al., 2001). 
El mRNA de GIP se expresó en todas las regiones del cerebro humano con 
un nivel de intensidad similar, excepto en la médula espinal donde la señal fue 
más intensa (Olalla et al., 2008). Los estudios relacionados con la localización 
celular y subcelular de GIP en cerebro de rata y mono se efectuaron por 
inmunocitoquímica. Demostramos una inmunotinción prominente en regiones 
cerebrales tales como corteza cerebral, hipocampo, estriado y bulbo olfatorio, 
mientras que cerebelo, tálamo y la medula oblonga fueron teñidos más 




ligeramente (Olalla et al., 2008). La distribución celular de la proteína GIP mostró 
su presencia tanto en neuronas como en células gliales en todas las regiones 
cerebrales analizadas, con una localización citosólica y mitocondrial. Los 
resultados revelaron que las células gliales GIP-positivas fueron astrocitos. El 
patrón de tinción del antígeno GIP se encontró en cuerpos celulares de astroglía 
y procesos gliales, incluyendo los pies perivasculares. En otras células gliales 
como microglía y oligodendrocitos no se encontró inmunotinción para GIP (Olalla 
et al., 2008).  
Mediante inmunohistoquímica con doble marcaje para las proteínas GIP y 
GAB, empleando anticuerpos específicos, intentamos demostrar si ambas 
colocalizan en cerebro de mamíferos, como requisito previo para elucidar si 
ambas pueden interaccionar in vivo. En astrocitos, GIP colocaliza con GAB como 
se demostró utilizando técnicas de microscopía confocal en corteza cerebral de 
cerebro de rata. El estudio de doble marcaje demostró que ambas proteínas 
colocalizan en cuerpos celulares y prolongaciones (procesos) de astrocitos, 
incluyendo los pies perivasculares. La presencia de GIP en astrocitos también fue 
confirmada por inmunocitoquímica, que reveló inmunoreactividad en pies 
astrocitarios perivasculares y en células endoteliales (Olalla et al., 2008). 
También se encontró la presencia de GIP en el citoplasma de procesos celulares 
de astrocitos, pero una asociación con orgánulos celulares o membranas no pudo 
ser apreciada. 
Sin embargo, la relevancia fisiológica de la interacción entre GA y otras 
proteínas, así como su implicación en trastornos neurológicos, queda por 
elucidar. Asimismo, es aún desconocida cuál es la función que realiza la proteína 
PDZ GIP en cerebro, por lo que en esta memoria quisimos realizar un estudio de 




















De acuerdo con la información suministrada en la introducción y en 
consonancia con la línea de investigación de nuestro grupo, orientada a dilucidar 
el papel de las isoenzimas de GA en el cerebro de mamíferos, en este trabajo nos 
hemos planteado los siguientes objetivos: 
1.  Analizar la expresión de isoenzimas GA en cerebro de 
mamíferos, con énfasis en poblaciones astrogliales. 
 
2. Estudiar la función  nuclear de la isoenzima GAB en líneas 
celulares de cáncer humano. 
 
3. Caracterizar el interactoma nuclear de la proteína GIP en 
cerebro de mamíferos. 
  
  





 3. Metodología experimental 
3.1 Materiales 
3.1.1 Productos empleados 
 Las sales y productos empleados para preparar las soluciones, tampones 
y medios fueron de Sigma (España) y Merck-Millipore (Alemania). Todos los 
reactivos químicos utilizados fueron de grado “reactivo análisis”. 
 Para los medios de cultivo de bacterias se empleó bactotriptona y 
extracto de levadura de Scharlab (España). El agar fue de la casa Sigma (España). 
 Todas las enzimas de restricción se adquirieron de la casa Fermentas 
(Lituania). 
 Los 2’-desoxirribonucleósidos trifosfato (dNTPs), fueron suministrados 
por la casa Roche (Alemania), así como el antibiótico ampicilina. 
 Los medios MEM (Minimum Essential Medium, Gibco) y DEMEN 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), el suero fetal bovino (FCS), los antibióticos  
penicilina/estreptomicina, y el fungicida  anfotericina, empleados en el cultivo de 
células, fueron suministrados por BioWhittaker (USA) o Sigma (España). 
 En las inmunoprecipitaciones se usó el kit comercial µMACS Protein G 
MicroBeads de la casa Miltenyi Biotec (Alemania). 
 3.1.2 Equipamiento 
 Las células animales que se han utilizado en esta memoria fueron 
mantenidas en incubadores de CO2 marca Heraeus (Alemania), modelos 6000 y 
B5060. 




 Todas las manipulaciones de células animales en cultivo se llevaron a 
cabo en una cámara de flujo laminar vertical de alta seguridad, clase II, marca 
Heraeus, modelo HB 2472. 
 La cabina de flujo laminar empleada en la manipulación de cultivos 
bacterianos fue de la marca Kowell (USA). 
 La  centrifugación  de  las  células  se  llevó  a  cabo  en  una  centrífuga 
refrigerada marca Heraeus modelo Biofuge 28 RS. Otras centrífugas empleadas 
fueron los modelos Biofuge 13 y Biofuge Pico de Heraeus. 
 El recuento de las células se llevó a cabo con un contador electrónico 
marca Coulter (Inglaterra) modelo ZM o, alternativamente, empleando una 
cámara de Neubauer Improved (Alemania). 
 Para la visualización de las células se utilizó un microscopio invertido 
dotado  de  contraste  de  fase  marca  Nikon  (Japón),  modelo  Diaphot-TMD. 
 Las células fueron almacenadas en nitrógeno líquido en un contenedor 
Dewar marca Telstar (España). 
 La esterilización de todo el material se hizo en un autoclave automático 
marca Matachana (España), modelo 80 LR-1. 
 La estufa usada para secar y esterilizar el material de vidrio fue de la 
marca Heraeus modelo D 6450. 
 Las micropipetas empleadas fueron de la marca Labmate de HTL (High 
Tech Lab) (USA), modelos LM 20, LM 200 y LM 1000 y de la marca Eppendorf 
(Alemania), modelo P-10. 
 La extracción de los líquidos de desecho (medios de cultivo, soluciones de 
lavado, etc…) se realizó con una bomba de vacío marca Dinko (España). 




 Para las diferentes pesadas se empleó una balanza electrónica 
monoplano de la marca Mettler (Suiza), modelo PJ-400, cuya sensibilidad es 10-2 
g. 
 Las  medidas de  pH  se  efectuaron con  un  pHmetro marca  Radiometer 
(Dinamarca), modelo PHM 82, con una sensibilidad de ± 0.1 unidades de pH. 
Las neveras y arcones empleados para la conservación de productos y células 
fueron: arcón congelador de -80°C Revco (USA); arcón congelador de -20°C 
Frabelec (Dinamarca); cámara fría 4°C Koxka (España). 
 El termociclador utilizado para la retrotranscripción de RNAs y para la 
amplificación de segmentos de DNA por PCR fue de la marca Bio-Rad (USA), 
modelo iCycler. 
 Las medidas espectrofotométricas se realizaron empleando 
espectrofotómetros de la casa Shimadzu (Japón), modelos UV- 120-02 y UV-
1800. Las cubetas de cuarzo para cuantificación de ácidos nucleicos fueron de la 
casa Sigma. 
 Las cubetas para las electroforesis de DNA y RNA fueron de la marca Bio-
Rad, modelos mini subcell GT y subcell GT. La fuente de alimentación usada fue 
LKB 2197 (Suecia), o bien el modelo PowerPac Basic de la casa Bio-Rad. 
 Las incubaciones de las muestras se llevaron a cabo en baños 
termostatizados marca Raypa (España), modelo BA-2. 
 Se empleó un documentador de geles y un densitómetro de la casa Bio-
Rad, modelos Gel Doc XR System y GS-800, respectivamente. 
  Se utilizó un  espectrómetro de masas de trampa de iones con ionización 
ESI (electrospray ionization), modelo HCT ultra PMT Discovery System de la casa  
Bruker, acoplado a un nano-HPLC modelo 1200 Series de Agilent Technologies. 




 Para la visualización de dobles marcajes fluorescentes se utilizó 
Microscopio LEICA, mod. SP5 II y Microscopio LEICA, mod. TCS NT. 
 Para el análisis de los ProteinChip®PS20 Array, se usó un espectrómetro 
de masas SELDI-TOF (Surface-Enhanced Laser Desorption Ionization-Time-of-
Flight), ProteinChip Seldi System Personal Edition de la firma Bio-Rad. 
 Para la unión covalente de los anticuerpos usados para análisis en SELDI-
TOF y posterior captura de complejos proteicos, se usó el sistema de purificación 
y enriquecimiento proteico ProteinChip® PS20 Array de la firma Bio-Rad.  
 3.1.3 Material fungible 
 Todo el material estéril utilizado para el cultivo de células (placas de 
cultivo, pipetas, puntas de micropipetas…) fue de un solo uso de las marcas 
Nunc (Dinamarca), Corning (USA) y Falcon (USA). 
 Todo el material de vidrio utilizado, particularmente el de uso estéril, fue 
de la marca Pyrex. 
 La esterilización de soluciones se llevó a cabo con filtros Millipore de 0.2 
µ m de tamaño de poro. 
 Las cubetas para la cuantificación espectrofotométrica de proteínas 
fueron de la marca Sarstedt (Alemania). 
 
3.2 Esterilización de soluciones y materiales 
 Para las técnicas de Biología Molecular, las soluciones, medios de cultivo y 
agua se esterilizaron en autoclave en ciclo húmedo a 120° C durante 20 minutos. 
 Las soluciones que tenían componentes termosensibles se filtraron a 
través de membranas esterilizadas de 0.22 µm de tamaño de poro (Millipore). 
 




 3.3 Material biológico empleado 
 3.3.1 Cepas de E. coli utilizadas 
 DH5α: cepa de E. coli frecuentemente usada para clonación rutinaria; 
además, proporciona un mecanismo de selección por color azul/blanco. 
Estas bacterias son recA-, deficientes en recombinación, para así evitar 
fenómenos de recombinación homóloga que puedan provocar cambios 
en las secuencias de los genes dianas clonados en el plásmido, y endA-, 
deficientes en endonucleasa, para evitar degradaciones del DNA 
plasmídico. Se consigue una elevada eficiencia de transformación y un 
alto rendimiento al extraer el plásmido recombinante. 
 
 BL21: esta cepa está indicada para la expresión de proteínas 
recombinantes, por carecer de la proteasa lon y de la proteasa de 
membrana externa ompT, que pueden degradar proteínas durante la 
purificación. Proveen diversos mecanismos de control diferente sobre 
vectores que contienen el promotor del fago T7. 
 
 BL21DE3: además de cumplir con las características anteriormente 
nombradas, esta cepa es lisogénica para el bacteriófago DE3. Dicho 
bacteriófago es un derivado de lambda que porta la región de inmunidad 
del fago 21, un fragmento de DNA con el gen lacI, el promotor lacUV5 y el 
gen RNA polimerasa T7. En una cepa lisogénica para DE3, el único 
promotor capaz de reproducir la transcripción de la RNA polimerasa del 
T7 es el lacUV5, que además es inducible por isopropil-β-D-
tiogalactopiranósido (IPTG). De esta manera, cuando se añade IPTG al 
cultivo, se induce la RNA polimerasa del T7, con lo cual se producirá 









 3.3.2. Vectores de expresión y construcciones utilizadas en este trabajo 
 
Se utilizaron sistemas de expresión de proteínas de fusión, fácilmente 
purificables mediante cromatografía de afinidad. En concreto, se utilizaron 
construcciones realizadas anteriormente en nuestro laboratorio (Campos 
Sandoval, 2002).  
 pET-3c-GAB 
 El vector posee un promotor inducible por IPTG; es decir, en presencia de 
este reactivo se activa la transcripción y la traducción de la secuencia de DNA 
hasta proteína, mientras que en su ausencia, tanto la trascripción como la 
traducción son inhibidas, pudiéndose así controlar a voluntad el momento en el 
cual queremos expresar nuestra proteína. Además posee un gen que le confiere 
resistencia a ampicilina, lo que nos permitió seleccionar las bacterias 





Construcciones previas  
Nombre Inserto Ori Resist
encia 
Vector 
pET3c-GAB Secuencia codificante completa 
de la GAB1-602 aa. (NdeI/BamHI). 
pBR322 AmpR PET-3C 
(Novagen) 
pQE-31 Secuencia codificante completa 
de la proteína GIP1-124 
(Glutaminase-Interacting 
Protein), (BamHI/ HindIII). 




Región C-terminal de la 
secuencia codificante de KGA551-
669 (BamHI y HindIII). 
Col E1 AmpR PQE-31 
(Qiagen) 









Este vector permite la expresión de la proteína de interés fusionada por su 
extremo N-terminal a la glutatión-S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum. 
Se aprovecha la gran afinidad de esta proteína por el glutatión para purificar 
fácilmente la proteína de fusión generada. 
La secuencia codificante completa de la proteína GIP (Glutaminase-Interacting 
Protein, GenBank # AF234997) fue subclonada en el plásmido pGEX-6P-1, 






 Este plásmido permite la expresión de la proteína de interés fusionada a 
seis residuos de histidina (6xHis) en su extremo amino terminal, de manera que 
se puede purificar fácilmente utilizando la afinidad de este fragmento por iones 
divalentes como el Ni2+. 
 El inserto correspondiente a la región codificante de GIP se introdujo en 
este vector en los sitios de restricción BamHI y HindIII del pQE-31. 










 La secuencia correspondiente a los 119 aminoácidos del extremo C-
terminal de la proteína KGA se insertó en sitios BamHI y HindIII del pQE-31. 
 3.3.3  Animales de experimentación 
 Las ratas Wistar machos, de 100-150 g de peso, se mantuvieron en el 
Estabulario del Centro de Experimentación Animal de la Universidad de Málaga, 
bajo condiciones de temperatura media controlada de 25 ± 1°C y un fotoperiodo 
de 14/10 horas luz/oscuridad. Durante el tiempo de permanencia en el 
animalario los animales tuvieron libre acceso al agua y fueron alimentados con 
una dieta estándar. 
 3.3.4  Líneas celulares de mamíferos 
 En esta memoria se han utilizado principalmente 4 líneas celulares de 
cáncer humano: 
 Línea celular de glioblastoma humano T98G, línea celular de carcinoma 
hepatocelular humano HEPG2, y línea de neuroblastoma humano SHSY-
5Y. Todas ellas fueron adquiridas de la American Type  Culture  Collection  
(ATCC)  (Rockville,  MD, USA). 
 T98G-GAB. Línea celular derivada de una modificación genética de la   
anterior  que   expresa el cDNA conteniendo el marco abierto de lectura  
de la isoenzima GAB humana en orientación sentido. Esta línea fue 




obtenida en nuestro laboratorio en colaboración  con  el  grupo  de  
investigación  del  Dr.  Jan Albrecht (Polonia) (Szeliga et al., 2009).  
 SHSY-5Y-GAB. Se realizaron transfecciones transitorias de esta línea 
celular con dos vectores de expresión (pEGFP y pCMV-Myc) que 
contienen la secuencia codificante de la isoenzima GAB fusionada en el 
extremo C-terminal de la proteína verde fluorescente EGFP (EGFP-N-GAB) 
y del epítopo c-Myc (Myc-N-GAB), respectivamente. Ambos plásmidos 
(pEGFP-N1 y pCMV-Myc-N1) se adquirieron de la casa comercial 
Clontech. Las transfecciones se realizaron siguiendo las instrucciones del 
fabricante del agente transfectante utilizado (FuGENE® G/LTransfection 
Reagents, Promega). 
 
El protocolo seguido para la inserción del marco abierto de lectura de la GAB 
humana en ambos vectores se ha detallado previamente (Rubio López de la 
Oliva, 2013). 
  
 3.4 Métodos 
 3.4.1 Cultivo y almacenamiento de cepas de Escherichia coli 
 Para la multiplicación rutinaria de células de las diferentes cepas de E. coli 
se empleó medio de cultivo líquido LB (Luria-Bertani), compuesto por 
bactotriptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y NaCl (10 g/L). Para la 
obtención de colonias aisladas, las bacterias se cultivaron en placas de Petri con 
medio LB, al que se le añadió agar sólido a una concentración de 1.5 % (p/v) 
antes de su esterilización en el autoclave. Las bacterias transformadas con 
plásmidos se cultivaron en medio LB o LB-agar con ampicilina a una 
concentración de 50 μg/mL. 
 Para la expresión de proteínas recombinantes, las bacterias 
transformadas se cultivaron en medio líquido YTA 2, compuesto por 




bactotriptona (16 g/L), extracto de levadura (10 g/L), NaCl (5 g/L) y ampicilina 
(100 μg/ml). Las células se almacenaron a –80º C en medio LB con glicerol al 15 
% (v/v). 
 3.4.2 Preparación de células competentes 
 Para la obtención de células competentes de la cepa deseada de E. coli, se 
inocularon 3 mL de medio LB con una colonia única procedente de una placa de 
cultivo y se incubaron a 37° C con agitación (200 rpm) durante toda la noche. A la 
mañana siguiente, se inocularon 50 mL de medio LB (en un matraz de 500 mL) 
con 200 μL del precultivo anterior. Este nuevo cultivo se dejó con agitación (200 
rpm) a 37° C hasta que alcanzó una densidad óptica a 600 nm de 0.4-0.6. Las 
células se recolectaron mediante centrifugación a 2500 g durante 5 minutos a 4° 
C y se resuspendieron en 15 mL fríos de MgCl2 100 mM. Tras centrifugar de 
nuevo a las mismas condiciones, las células se resuspendieron en 15 mL fríos de 
CaCl2 100 mM y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Finalmente se 
centrifugaron y se resuspendieron en 3 mL de CaCl2 100 mM con glicerol al 15% 
(v/v). La suspensión de bacterias competentes se dividió en alícuotas de 100 μL, 
que se guardaron a –80°C hasta su uso. 
 3.4.3 Transformación de células competentes 
 Las células competentes se transformaron con 10-50 ng de plásmido. Se 
descongelaron 100 μL de suspensión bacteriana y se incubaron en hielo durante 
25 minutos con la cantidad indicada de plásmido. Transcurrido este tiempo, se 
sometieron a un choque térmico de 42°C durante 2 minutos. A continuación se 
les añadió 1 mL de medio LB a temperatura ambiente y se incubaron a 37°C 
durante 45 minutos. Después de centrifugar las bacterias, se resuspendieron en 
100 μL de LB y se sembraron en placas de LB-agar con ampicilina. 
  
 




 3.4.4 Cultivos de bacterias transformadas 
 La expresión de proteínas recombinantes se realizó utilizando las cepas 
de E. coli BL21  transformadas con las construcciones en los vectores pQE-31 y 
pGEX-6T1, y  la cepa BL21 (DE)3 para las construcciones en el vector pET3c. Una 
vez obtenida la construcción de interés, el plásmido fue introducido en estas 
cepas de bacterias mediante transformación. Se tomó una colonia aislada y se 
dejó crecer en 50 mL de medio YTA 2X, durante toda la noche a 37ºC y con 
agitación (200 rpm). Al día siguiente se crecieron cultivos líquidos en el mismo 
medio y a 37° C, con un volumen de 1L para aproximadamente 10 mg de 
proteína total en un Erlenmeyer de 2.5L. Cuando la densidad óptica del cultivo 
(A600 nm) estuvo entre 0.6 y 0.8, se indujo la expresión de la proteína añadiendo 
IPTG a una concentración final de 0.1 ó 1 mM. A continuación, el cultivo se 
incubó a 23°C o 37°C con agitación durante 4 h más. Tras la inducción, 
centrifugamos la suspensión de bacterias a 8000 rpm en un rotor Beckman  JA-10 
a 4°C durante 10 minutos. Descartamos el sobrenadante y congelamos el 
precipitado bacteriano a -20°C hasta su utilización. 
 3.4.5 Expresión heteróloga de proteínas en E. coli 
  En la siguiente tabla, se encuentran las condiciones utilizadas para la 
inducción de las distintas proteínas recombinantes: 
Proteína recombinante Temperatura de inducción Concentración de IPTG 
GST-GIP 23° C 0.1 mM 
His-GIP 37° C 1 mM 
His- KGA551-669 23° C 1 mM 
GAB1-602 37° C 1 mM 
Una vez finalizado el proceso de inducción, las bacterias fueron 
recolectadas por centrifugación a 10000 g y 4°C durante 10 minutos. El 
precipitado bacteriano se guardó a –20°C hasta su uso. 




 3.4.6 Aislamiento de DNA plasmídico 
Soluciones: 
Tampón TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8. 
Solución de lisis: SDS 1 % (p/v), NaOH 0.2 N. 
Solución de neutralización: acetato potásico 3 M, pH 4.8. 
 Procedimiento: 
 El aislamiento de DNA plasmídico a pequeña escala se llevó a cabo con el 
método de la lisis alcalina en presencia de SDS (Birnboim & Doli, 1979). Se 
obtuvieron cultivos saturados (densidad óptica a 600 nm igual a 1.2-1.4) de 
colonias aisladas de E. coli transformadas con el plásmido pQE-31-GIP. Se 
centrifugó un volumen de 3 mL de cada cultivo a 10000 g durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. El precipitado de bacterias se resuspendió en 100 μL de 
tampón TE. A continuación, se añadieron a la suspensión 200 μL de solución de 
lisis y se incubó en hielo durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se 
añadieron al lisado 150 μL de solución de neutralización, se agitó por inversión y 
se dejó reposar en hielo durante 3 minutos. 
La mezcla se centrifugó a 10000 g durante 5 minutos a 4°C y se separó el 
sobrenadante, al que se le hizo una extracción con un volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1;v:v:v), seguida de otra con un volumen de 
cloroformo. El DNA plasmídico, contenido en la fase acuosa, se precipitó por 
adición de 270 μL de isopropanol. Se mantuvo a temperatura ambiente durante 
10 minutos y después se centrifugó a 10000 g durante 5 minutos a 4°C. El 
precipitado se lavó con 1 mL de etanol 70 % frío, se secó al aire y se resuspendió 
en 50 μL de tampón TE con 20 µg/mL de RNAsa A. La solución de DNA plasmídico 
se incubó a 37°C durante 20 minutos y se guardó a –20°C. El rendimiento, en este 
caso, no pudo ser determinado por absorbancia a 260 nm, dado que la 
preparación aparecía contaminada con nucleótidos procedentes de la digestión 
del RNA. 




 3.4.7 Digestión del DNA plasmídico con endonucleasas de restricción 
 Para la digestión de DNA plasmídico con enzimas de restricción, la 
cantidad empleada por reacción osciló entre 500 ng y 3 µg de DNA. Al volumen 
de muestra se añadió 1/10 del volumen final de reacción del tampón adecuado, 
a partir de una disolución 10. Se utilizaron entre 1 y 3 U de actividad enzimática 
por µg de DNA a digerir. La incubación típica fue de 2 h a 37°C. 
 En el caso de digestiones con dos enzimas, se llevaron a cabo de forma 
simultánea cuando los tampones de ambas enzimas fueron compatibles. 
 3.4.8 Cultivo y criopreservación de líneas celulares tumorales 
 Todas las líneas celulares fueron cultivadas en monocapa en medio MEM 
Y DMEN suplementado con 10% de suero fetal bovino (FCS), penicilina (100 
U.I./mL), estreptomicina (100 mg/mL), sulfato de geneticina (0.5 mg/mL), para 
mantenimiento de líneas transfectadas, y anfotericina (1.25 mg/mL). Los cultivos 
se incubaron  a 37°C bajo una atmósfera de 5% CO2. 
 La criopreservación celular se hizo, previa separación de las células del 
soporte con tripsina, resuspendiendo las mismas a una concentración 107 
células/mL  en medio de cultivo al 10% (v:v) en dimetil sulfóxido (DMSO). Los 
viales se mantuvieron 20 minutos a 4°C, 2 h a -20°C, 12 h a -80°C y finalmente 
fueron almacenados en un contenedor de nitrógeno líquido. Con este 
procedimiento se consigue que la temperatura baje aproximadamente 1°C por 
minuto. 
 3.4.9 Purificación de proteínas recombinantes 
 3.4.9.1 Purificación de GAB 
 La proteína recombinante GAB humana expresada en E. coli con el vector 
pET3c se purificó según el protocolo previamente publicado por nuestro grupo 




(Campos et al., 2003). Una preparación típica de la proteína purificada se 







Figura (4) Proteína GAB electroeluida. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE teñido con azul 
de Coomassie donde se muestra la proteína GAB eletroeluida (calle 2) y en el marcador de 
proteínas de baja masa molecular (calle 1). 
 3.4.9.2 Purificación de proteínas fusionadas a etiqueta de 6 Histidinas 
 La cromatografía de afinidad aprovecha una propiedad única de una 
proteína de interés para separarla del resto de proteínas de un extracto. En 
teoría hay tantos métodos de purificación por afinidad como proteínas, pero en 
la práctica su número es reducido y la puesta a punto de estos métodos resulta 
difícil si no aprovechamos propiedades muy diferenciadas del resto de proteínas. 
En nuestro caso, se aprovecha la afinidad del Ni2+ por el grupo imidazol de la 
histidina, dado que las proteínas (GIP y  KGA) se expresan con una extensión 
amino-terminal conteniendo 6 histidinas (6xHis). Esta técnica se denomina 
cromatografía de afinidad por inmovilización de metales (IMAC) y la proteína 
queda retenida preferentemente a una resina que está formando un quelato con 
Ni2+. La proteína se eluye de la columna mediante adición de un tampón con 
imidazol, compuesto que compite por el Ni2+ con el grupo imidazol de las 
histidinas de la etiqueta de afinidad y desplaza la proteína de la columna al llegar 
a una concentración determinada. 
 





Medio de cultivo YT 2x: bactotriptona 1.6% (p/v), extracto de levadura 1% 
(p/v), NaCl 0.5% (p/v).  
El medio se esteriliza en autoclave y se le añade ampicilina a una 
concentración final de 20 µg/mL. 
Tampón I equilibrado: Na2HPO4 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM, pH 
7.4. 
Tampones de elución II y III: tampón I con 100 mM (II) y 500 mM (III) de 
imidazol, respectivamente. 
 El precipitado bacteriano se descongeló y se resuspendió en 0.5 mL de 
tampón I  por mL de cultivo. Las bacterias se depositaron en un baño de hielo y 
se rompieron mediante 3 pulsos de ultrasonido de intensidad media durante 30 
segundos cada uno, y separados por intervalos de 1 minuto  en un equipo de 
desintegración ultrasónica Soniprep 150 plus de la marca MSE. A continuación el 
lisado se incubó con  Tritón X-100 1% (v/v) durante 30 minutos a 4° C. Después se 
centrifugó a 12000 g durante 10 min y a la misma temperatura, separándose así 
la fracción soluble de los restos celulares insolubles. El sobrenadante se filtró a 
través de membranas de 0.2 m de tamaño de poro (Sartorius). La cromatografía 
en columna Ni-Chelating Sepharose Fast Flow (Pharmacia) de 0,5 x 2,5 cm, se 
efectuó siguiendo un protocolo previamente descrito (Aledo et al., 2001). Las 
fracciones presentaron un moderado grado de contaminación con otras 





 Figura (5). Análisis SDS-PAGE de las fracciones de GIP obtenidas después de la 
purificación por cromatografía de afinidad níquel-Sefarosa. Las alícuotas analizadas contenían 
cerca de 10 a 20 μg de proteína. Calle 1: marcador de masa molecular; calles 6-20: fracciones de 
0.5 mL colectadas de la columna de afinidad durante la elución con un gradiente lineal de 
imidazol entre 100 y 500 mM. 




 Aquellas fracciones con menor grado de contaminación fueron dializadas 
frente al tampón deseado y utilizadas para la purificación de los antisueros anti-
GIP y anti-KGA, respectivamente (véase Metodología experimental apartado 
3.4.10). 
 Una segunda purificación por cromatografía de intercambio catiónico, 
empleando una columna de carboxi-metil (CM)-SefarosaTM fue necesaria para 
obtener proteína GIP con el grado de pureza que exigen los experimentos de 
búsqueda de interactores (Aledo et al., 2001). La pureza de GIP obtenida después 






Figura (6). Análisis SDS-PAGE de las fracciones de GIP obtenidas tras la segunda 
purificación por intercambio catiónico CM-Sefarosa
TM
. Calle 1: marcador de masa molecular; 
calles 4-19: fracciones correspondientes a la elución en gradiente lineal de NaCl. Calle 20, GIP 
recombinante humana. 
 3.4.10 Purificación de anticuerpos por cromatografía de afinidad 
 Algunos anticuerpos fueron purificados por cromatografía de afinidad 
frente al antígeno de interés. Para ello se utilizó agarosa activada por bromuro 
de cianógeno (Amersham Pharmacia Biotech), tal y como se describe a 
continuación.  
 3.4.10.1 Preparación de la columna 
 Se preparó una columna de 1 mL con el antígeno unido covalentemente, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Entre 5 y 10 mg de ligando se 
disolvieron en 1.5 mL de tampón de acoplamiento (ver Apéndice), y después de 
medir la absorbancia de la disolución a 280 nm, se mezcló con 300 mg de la 
resina comercial, que había sido previamente tratada con HCl 1mM. La mezcla se 




incubó una hora a temperatura ambiente. Para controlar la eficiencia del proceso 
de unión del ligando a la resina, una vez acabada la incubación se centrifugó a 
baja velocidad la disolución para precipitar la resina y se midió la A280 del 
sobrenadante. Generalmente se acopló a la resina >90% del ligando depositado 
inicialmente. A continuación, se lavó el gel con 5 mL de tampón de acoplamiento, 
para retirar el exceso de ligando que no se había unido a la agarosa. Los grupos 
activos sobrantes se bloquearon mediante una incubación de 2 h a temperatura 
ambiente con una disolución de glicina 100 mM pH 8. Después, el gel se lavó con 
al menos tres ciclos de pH alternativo. Cada ciclo consistió de un lavado con 
tampón acetato pH 4, seguido de otro lavado con tampón Tris pH 8 (ver 
Apéndice). La columna se equilibró después con tampón PBS. 
 3.4.10.2 Precipitación de inmunoglobulinas con sulfato de amonio 
(NH4)2 SO4 
 El sulfato de amonio se utiliza como floculante y como reactivo para 
purificar proteínas, debido a que permite efectuar una precipitación fraccionada 
de las mismas a medida que aumentamos la fuerza iónica del medio con esta sal. 
Se añadió a 4 mL de suero inmune de interés 0.1 volumen de un tampón que 
contenía Tris-HCl 1M, pH 8. Se pesó la cantidad necesaria de (NH4)2SO4 para 
alcanzar el 50% de saturación (29.5 g/100 mL), se añadió el sólido lentamente al 
volumen del suero diluido en intervalos de tiempo que oscilaron entre 10 y 15 
minutos manteniendo una agitación permanente y lenta durante una hora en 
cámara fría (4°C). Después, se centrifugó a 10000 g 20 minutos y se resuspendió 
el precipitado del paso anterior con 4 volúmenes de solución saturada de 
(NH4)2SO4 al 50% dejándose agitar lentamente 30 minutos 4°C. Finalmente, se 
centrifugó a 10000 x g 20 minutos, se resuspendió el precipitado en 0.5 
volúmenes de Tris HCl 10 mM, pH 7.5 y se dializó  toda la noche y medio día 
frente a este tampón.   
 Se tomaron 2 mL del suero clarificado y se centrifugaron a 10000 g 
durante 10 minutos para eliminar cualquier material insoluble que pudiera estar 
presente. Se cargó en la columna la muestra diluida 10 veces con Tris-HCl 10 mM 




pH 7.5 y el eluido se pasó por la resina dos veces más. A continuación, se lavó 
con 20 mL de Tris-HCl pH 7.5 y con 20 mL del mismo tampón conteniendo 0.5 M 
de NaCl. La fracción de IgG ácido-sensible se eluyó utilizando 10 mL de glicina 
100 mM pH 2.5, y se recogió en un tubo conteniendo 1 mL de Tris-HCl 1 M pH 8. 
La columna se lavó con Tris-HCl 10 mM pH 8.8 hasta que el eluido presentó dicho 
pH. A continuación, se eluyó la fracción de IgG base-sensible con 10 mL de 
trietilamina 100 mM pH 11.5, sobre un tubo que contenía también 1 mL de Tris-
HCl 1 M pH 8. La columna se lavó entonces con Tris-HCl pH 7.5.  
 Las dos fracciones eluidas se unieron y se sometieron a diálisis frente a 
PBS con azida sódica 0.02% (p/v) durante 24h (un cambio de tampón PBS/azida 
sódica a las 12 h). La disolución resultante fue concentrada aproximadamente 
seis veces utilizando filtros Centricon YM-30 (Amicon). Las alícuotas se 
almacenan a -80°C. En el caso de los anticuerpos anti-GAB, se añadió BSA a una 
concentración del 0.1% (p/v). 
 En la siguiente tabla se encuentran los anticuerpos que fueron purificados 
por afinidad durante la realización de este trabajo, y el ligando que se utilizó para 
ello: 
Nombre del antisuero Ligando Nombre del anticuerpo 
purificado 
Anti-GST-GIP His-GIP Anti GST-GIP 
Anti-GAB GAB Anti-GAB 
Anti-GIP 6x-His-GIP Anti-GIP 








 3.4.11 Obtención de extractos solubles de proteínas nucleares de 
cerebro de rata 
 3.4.11.1 Aislamiento de núcleos a partir de cerebro de rata 
 La manipulación de los animales y las técnicas experimentales utilizadas 
respetaron la legislación actual en materia de ética en experimentación animal y 
bioseguridad (normativas establecidas en las recomendaciones del ICLAS y de la 
directiva 86/609/CEE recogidas en el Real Decreto 23/1988 del 14 de Marzo), así 
como la Declaración de Helsinki. Se trató de mitigar al máximo el dolor, 
sufrimiento o estrés del animal, así como reducir al mínimo el número de 
animales en cada diseño experimental. 
 Tras sacrificar al animal, se extrajo el cerebro mediante técnica quirúrgica 
rápidamente, se lavó en tampón PBS y se congeló inmediatamente en N2 líquido, 
almacenándose posteriormente a -80°C. Para el aislamiento de núcleos, se 
descongelaron y se homogeneizaron 2 g de cerebro de rata en 4 volúmenes de 
tampón (Tris-HCl 5 mM, pH 7.5, sacarosa 0.25 M, CaCl2 3 mM, EDTA 1mM y EGTA 
0.5 mM) con un homogenizador Potter manual de teflón/vidrio. Básicamente se 
siguió el protocolo descrito previamente por Tanigawa et al. (1978) con mínimas 
variaciones descritas previamente (Olalla et al., 2002). 
 3.4.11.2 Preparación de extractos nucleares solubles 
 Los núcleos aislados de cerebro de rata a una concentración de proteínas 
total de 0.9 mg/mL fueron finalmente resuspendidos en un medio Tris-HCl 50 
mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, EGTA 0.5 mM y glicerol 30% (v/v). A continuación, se 
centrifugaron las muestras a 100000 g durante 1h. El precipitado del paso 
anterior se resuspendió en tampón de lisis: Tris/HCl 20 mM, pH 8, NaCl 0.35 M, 
EDTA 1 mM, EGTA 0.5 mM y sacarosa 250 mM, conteniendo un cocktail de 
inhibidores de proteasas (Roche) y TX-100 1% (v/v), añadiendo un volumen tal 
que la concentración de proteínas quedó aproximadamente a 1 mg/mL. Se 
incubó la muestra 1h a 4°C con agitación, procurando usar siempre el mismo 




tubo con el que centrifugamos. Finalmente, la muestra se centrifugó a 100000 g 
durante 1h. El sobrenadante del paso anterior (disolución conteniendo proteínas 
nucleares) se ajustó al volumen inicial y se separaron pequeñas alícuotas de 50 
μL para análisis de proteínas y electroforesis SDS-PAGE. 
 3.4.11.3 Determinación cuantitativa de proteínas 
 Para la medida de proteínas en fracciones crudas se usó el método 
descrito por Markwell et al. (1981), especialmente indicado para homogenizados 
de tejidos, fracciones de membrana y lipoproteínas. La principal modificación 
consiste en la adición de SDS al reactivo alcalino, lo que permite ensayar las 
muestras sin previa solubilización o separación de lípidos. Se preparó una recta 
patrón de 20 a 100 μg/mL de albúmina de suero bovino (BSA) y se midió el 
incremento de absorbancia a 660 nm. 
 Para una determinación rápida de proteínas se usó así mismo el método 
de Bradford (1976), basado en la unión del colorante azul brillante de Coomassie 
a las proteínas. Para la recta patrón, se prepararon varios puntos de BSA, de 1 a 
20 μg/mL. El incremento de absorbancia se midió a 595 nm. 
 3.4.11.4 Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE 
  Procedimiento: 
 Las proteínas se separaron mediante electroforesis desnaturalizante (en 
presencia de SDS) en geles pequeños de poliacrilamida, de 0.75 mm de grosor, 
según el método de Laemmli (1970).  
 Las muestras se mezclaron con tampón de carga de electroforesis y se 
hirvieron durante 5 minutos. Los marcadores de masa molecular empleados 
fueron: fosforilasa b (94 kDa), BSA (67 kDa), ovoalbúmina (43 kDa), anhidrasa 
carbónica (30 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa) y α-lactoalbúmina (14 kDa) 
(Amersham-Pharmacia Biotech). En algunos casos se usaron patrones de masa 
molecular preteñidos: MBP-β-galactosidasa (175 kDa), MBP-paramiosina (83 




kDa), GDH (62 kDa), aldolasa (47.5 kDa), triosafosfato isomerasa (32 kDa), β-
lactoglobulina A (25 kDa), lisozima (16.5 kDa) y aprotinina (6.5 kDa) (Sigma). 
 La electroforesis se inició a 20 mA/placa en el gel concentrador y se 
continuó a 30 mA/placa en el gel separador. Una vez terminada la electroforesis, 
las bandas de proteínas se visualizaron mediante tinción con azul de Coomassie. 
El gel se bañó en solución teñidora durante 15 minutos y a continuación se 
destiñó con varios cambios de solución desteñidora. 
 3.4.11.5 Inmunotransferencias Western 
  Procedimiento: 
 Las electroforesis para inmunotransferencias Western se realizaron como 
se describe en el apartado anterior. La transferencia de las proteínas del gel a la 
membrana de nitrocelulosa se llevó a cabo a 100 V durante 1 hora, empleando el 
sistema de transferencia Electro Blot Maxi 20 x 20cm, Cleaver. Finalizada la 
transferencia, la membrana de nitrocelulosa se tiñó con rojo Ponceau durante 30 
segundos y después se destiñó con varios lavados con agua destilada. Esto nos 
permitió comprobar la validez de la transferencia y cortar correctamente las 
calles destinadas al revelado con anticuerpos. 
 La membrana se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente con 
solución de bloqueo y después se lavó 2 veces con tampón TPBS, durante 10 
minutos. A continuación, la membrana se incubó con tres anticuerpos primarios 
por separado: a) policlonal de conejo Nuclear Loading Control, anticuerpo frente 
a la proteína de unión a la caja TATA o TATA-binding protein (TBP) (1TBP18-
Abcam), dilución 1/1000 en TPBS-BSA 5% (p/v) e incubación durante una noche a 
4°C; b) anticuerpo monoclonal de ratón Mitochondrial Loading Control, 
anticuerpo frente a la subunidad IV de la citocromo c oxidasa (COXIV-Abcam), 
dilución 1/1000 en TPBS-BSA 5% (p/v) e incubación durante una noche a 4° C y; 
c) policlonal de conejo anti-GAB dilución 1/1000 en TPBS-BSA 5% (p/v) e 
incubación de 1 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación 
para cada anticuerpo, la membrana se lavó 3 veces con tampón TPBS durante 10 




minutos. La membrana se incubó entonces en una dilución 1/80000 de los 
anticuerpos secundarios correspondientes conjugados a peroxidasa (anti-IgG de 
conejo o anti-IgG de ratón), en tampón TPBS y durante 1 h a temperatura 
ambiente para cada uno de ellos. Finalmente, la membrana se lavó 3 veces con 
tampón TPBS. 
 El revelado se realizó con el sistema quimioluminiscente SuperSignal West 
Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce). A continuación, se retiró el exceso de 
reactivo y se procedió a la detección de la fluorescencia emitida con películas de 
autorradiografía de alta sensibilidad (Kodak Omat). 
 3.4.12 Aislamiento de proteínas asociadas a GIP en fracciones nucleares 
de cerebro de rata mediante cromatografía de afinidad 
 3.4.12.1 Preparación de una columna de afinidad GIP-Sefarosa 
 La proteína GIP purificada se dializó frente a tampón de acoplamiento 
(NaHCO3 200 mM pH 8.3, NaCl 500 mM) y, posteriormente, 10 mg de proteína  
se unieron covalentemente a una columna analítica (1 mL de volumen de lecho) 
de Sefarosa-6MB activada con bromuro de cianógeno (Amersham-Pharmacia 
Biotech), según las recomendaciones del fabricante. 
 3.4.12.2 Preparación de una columna de afinidad BSA-Sefarosa utilizada 
como columna control 
Se unieron covalentemente 6 mg de albúmina de suero bovino (BSA), 
fracción V, libre de ácidos grasos (Roche) tal y como se describe en el apartado 
anterior. 
 3.4.12.3 Clarificación del extracto nuclear soluble de cerebro de rata  
 Se equilibró la columna BSA-Sefarosa con 4 volúmenes de tampón de 
acoplamiento (Tris-HCl 20 mM pH 8, NaCl 0.35 M, EDTA 1 mM y sacarosa 250 
mM). El extracto nuclear soluble se pasó 3 veces (recirculación) por la columna 
control BSA-Sefarosa por gravedad, la fracción no retenida (eluida) por esta 




columna fue purificada por cromatografía de afinidad en una columna GIP-
Sefarosa.  
 3.4.12.4 Purificación por afinidad del extracto nuclear soluble de 
cerebro de rata 
 El extracto nuclear clarificado (una vez eliminadas las proteínas que se 
unen de forma inespecífica mediante la columna control BSA-Sefarosa) se mezcló 
con 1mL de resina GIP-Sefarosa previamente equilibrada con tampón de 
acoplamiento (Tris-HCl 20 mM pH 8, NaCl 0.35 M, EDTA 1 mM y sacarosa 250 
mM), procurando una proporción de 2-3 volúmenes de extracto nuclear soluble 
por volumen de gel.  Se incubó la mezcla una noche a 4° C en un agitador  orbital. 
Una vez transcurrido el periodo de incubación,  se dejó sedimentar el gel y se 
extrajo de la parte superior la mayoría del sobrenadante, excepto un volumen 
igual a 2 volúmenes de gel para permitir formar una buena suspensión por 
agitación. Entonces, esa suspensión se empaquetó sobre una columna de 5 mL 
(Econocolumn, BioRad) recuperando el líquido que eluyó por la parte inferior de 
la columna para ser analizado por SDS-PAGE y Bradford (fracción de proteínas no 
adsorbidas o no retenidas por la columna (flow-through). La columna se lavó con 
10 mL de tampón de acoplamiento y se recogieron fracciones de 1 mL (fracción 
lavado), siendo el flujo empleado el obtenido por gravedad. Finalmente, las 
proteínas se eluyeron con 10 mL de tampón de elución (Tris-HCl 20 mM pH 8, 
NaCl 1 M, EDTA 1 mM y sacarosa 250 mM), recogiéndose fracciones de 1 mL. Las 
fracciones fueron posteriormente desaladas para su análisis por electroforesis 
SDS-PAGE y tinción de plata compatible con EM. 
 3.4.13 Tinción de geles con Ag compatible con EM 
 Después de la electroforesis en gel de poliacrilamida, las proteínas son 
detectadas por el método de tinción de plata compatible con EM. En esta tinción, 
las proteínas son detectadas por la reducción diferencial de iones de plata que se 
unen a las cadenas laterales de sus aminoácidos. Básicamente existen dos 
métodos para teñir con plata, los que utilizan soluciones de plata amoniacales y 




los que usan nitrato de plata. Ambos métodos son muy sensibles ya que pueden 
detectar de 0.1-10 ng de proteína por banda. Para realizar esta tinción es muy 
importante que los reactivos y el agua utilizados sean de alta calidad, y es 
necesaria la utilización de guantes para manipular el gel ya que las huellas de las 
manos comúnmente son detectadas mediante esta tinción. Para poder procesar 
posteriormente las muestras por EM, se elimina de esta receta la fijación con 
formaldehido. 
 Procedimiento: 
 Inmediatamente después de la separación proteica de las muestras 
mediante electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE, los geles fueron incubados 
durante 30 minutos con la solución de fijación. Transcurrido este tiempo, se 
incubaron con el tampón de sensibilización 30 minutos, seguido de tres lavados 
consecutivos durante  5 minutos cada uno con agua Milli-Q. Se procedió a la 
tinción con nitrato de plata durante 20 minutos. Después se lavaron los geles dos 
veces con agua a intervalos de tiempo de un minuto cada uno. Posterior a este 
paso, se reveló con el tampón de revelado durante 5 minutos y, finalmente, se 
neutralizó la reacción con la solución de parada seguido de tres lavados 
consecutivos durante 5 minutos cada uno. Las bandas recortadas del gel, se 
analizaron por espectrometría de masas.  
 3.4.14 Espectrometría de Masas 
 3.4.14.1 Lavado y desteñido de las bandas 
 Las bandas finamente cortadas se incubaron 20 minutos con 200 μL de 
una mezcla 1:1 (v/v) de K3Fe(CN)6 30 mM y tiosulfato sódico 100 mM. A  
continuación, se retiró la solución y se incubaron las muestras de forma 
secuencial con 200 μL de agua durante 15 minutos y 100 μL de bicarbonato 
amónico 25 mM por otros 20 minutos. Finalmente, se retiró el sobrenadante y se 
añadieron 100 μL de bicarbonato amónico 25 mM/50 % acetonitrilo durante 20 
minutos y por duplicado. 




 3.4.14.2 Digestión con tripsina 
 Se preparó una disolución de tripsina, diluyendo la solucion stock (0.1 
μg/μL tripsina en ácido acetico (AcH) 50 mM) con bicarbonato amónico 50 mM, 
en la proporción 10 μL de stock de tripsina por 90 μL de bicarbonato. Se 
añadieron 30 μL de solución de tripsina en bicarbonato amónico 50 mM y se 
aumentó el volumen para rehidratar bien todos los trozos de acrilamida evitando 
el exceso de volumen. Las muestras se incubaron  a 37° C toda la noche.  
 3.4.14.3 Extracción de los péptidos trípticos 
 Después de la incubación toda la noche a 37° C, las muestras se 
centrifugaron 10 segundos a 8000 g para concentrar el líquido parcialmente 
evaporado, se retiró el sobrenadante y se añadieron a los tacos de gel 30 µL de 
una mezcla que contenía 100% acetonitrilo y 0.1% de ácido fórmico, 
manteniéndose 30 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se mezcló 
con el volumen extraído del paso anterior. La solución de péptidos se congeló a -
20ºC hasta su análisis por EM. 
 3.4.14.4 Identificación de proteínas por  espectrometría de masas  
 La identificación por espectrometría de masas se realizó en la unidad de 
proteómica de los Servicios Centrales de Investigación (SCAI) de la Universidad 
de Málaga, en un espectrómetro de masas HCT Ultra (Bruker) de trampa de 
iones con ionización por electroespray (ESI),  acoplado en línea a un sistema de 
nanoHPLC (Agilent), ideal para el análisis de péptidos y proteínas complejas. La 
identificación de proteínas por huella peptídica tríptica se realizó por análisis de 
los espectros de masas MS y MS/MS en el motor de búsqueda Mascot, 








3.4.14.5 String 9.0: búsqueda de relación proteína- proteína  
 El servidor de String 9.0 “Functional protein association networks”, es una 
base de datos de interacciones descritas y predichas entre proteínas, deducidas 
de información genómica, de interacción in vitro y de información general 
recogida  en las bases de datos biológicas, donde las interacciones pueden ser de 
tipo directo (físico) o indirecto (funcional). Este servidor se usó para establecer 
las relaciones entre las proteínas identificadas por espectrometría de masas, en 
las bases de datos utilizadas (MSDB y SPROT). Simplemente se elige la proteína y 
la especie en la que se desea explorar, y el programa genera gráficas de nodos 
interconectando las proteínas relacionadas, donde la distancia entre los nodos es 
un indicativo de la asociación. 
 3.4.15 Experimentos de inmunoprecipitación  
Se seleccionaron un total de 6 proteínas como posibles proteínas que 
interactúan con la proteína GIP, en función de su puntuación en MASCOT, 
cobertura de secuencia y a los resultados arrojados por String 9.0. En las 
reacciones de inmunoprecipitación (IP) se usó el sistema comercial μMACS 
Protein G MicroBeads (Miltenyi Biotec, Alemania), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Este sistema está basado en las interacciones de alta afinidad que se 
producen entre la proteína G, acoplada a microbolas paramagnéticas y la región 
Fc del anticuerpo, quedando libre la región Fab que interacciona con el antígeno. 
Se forma así un sistema multimérico entre el antígeno, el anticuerpo y el 
complejo proteína G-microbola, que es purificado al quedar retenido en una 
columna colocada en un soporte magnético.  
  Procedimiento: 
 Se mezclaron 250 μg de extracto  de proteínas nucleares solubles de 
cerebro de rata con 1-4 μg de anticuerpo primario y 50-100μL de proteína G 
Microbeads (1-4 μg de IgG irrelevante fue utilizada siempre en paralelo como 
control de unión inespecífica por reacción) (ver tabla pág. 53). La mezcla se 




incubó 30 minutos en hielo. La columna, introducida en el soporte magnético, 
fue equilibrada con 200 μL de tampón de acoplamiento (Tris/HCl 20 mM pH 8, 
NaCl 0.35 M, EDTA 1 mM y sacarosa 250 mM). El extracto proteico se aplicó a  la 
columna magnética y, a continuación, se realizaron 4 lavados con 200 μL de 
tampón de acoplamiento seguido de un lavado con 100 μL de Tris HCl 20 mM pH 
8 para la remoción de sales residuales y detergentes. Se realizaron dos eluciones 
consecutivas de 20 y 50 μL con tampón de carga para electroforesis SDS-PAGE 
calentado previamente a 95°C (ver Apéndice). Tanto las eluciones como los 
lavados fueron analizados por SDS-PAGE e inmunotransferencias Western. La 
puesta a punto del protocolo de inmunoprecipitación, usando anticuerpos 
específicos de proteínas que interaccionan con GIP, se trasladó al sistema que se 
detalla a continuación, debido a que en la práctica, las cantidades de extracto 
nuclear proteico, así como de anticuerpos son reducidas.  
 3.4.15.1 Inmunocaptura de proteínas en ProteinChip arrays PS20  
 El microchip de proteínas PS20 array, está preactivado con grupos 
químicos epóxidos que reaccionan con grupos aminos en la superficie de las 
biomoléculas formando enlaces covalentes. Las moléculas inmovilizadas 
capturan complejos biológicos mediante uniones específicas no covalentes de 
una mezcla o extracto proteico. Cada chip posee 8 áreas de depósito (spots). 
 Se acopló 1 μg de proteína G por cada depósito (spot) en NaHCO3 50 mM 
pH 9.2, durante 2 h a temperatura ambiente y en cámara húmeda. A 
continuación, se eliminó la proteína G y se lavó cada depósito con 5 µl de 
tampón PBS conteniendo NaCl 150 mM, durante 2 minutos con agitación. Se 
retiró el PBS y se añadieron 5 µl/depósito de BSA 100 µM en PBS durante 1 h a 
temperatura ambiente para bloquear los sitios activos. Después de retirar la BSA, 
se introdujo el Protein Chip Array dentro de un tubo Falcon de 15 mL y se lavó 
con tampón PBS + 0.5% TX-100, dos veces y empleando 10 minutos en cada 
lavado. Posteriormente, se realizaron dos lavados adicionales con PBS y agitación 
fuerte. A continuación, se incubó 1 µg de anticuerpo, diluido en PBS 150 mM, 
durante 2h a temperatura ambiente en cámara húmeda. Pasado el tiempo de 




incubación, se lavó con 5 µl de PBS/depósito por 2 minutos con agitación fuerte. 
El lavado se repitió dos veces y se procedió a incubar cada depósito con 3 µg de 
extracto nuclear de cerebro de rata durante toda la noche y a 4°C. Posterior a 
esta incubación, se retiró la mezcla proteica  y se lavó con PBS 150 mM, 10 
minutos tres  veces, seguido de un lavado rápido y sin agitación con H2O para 
eliminar el exceso de sales. Finalmente, se dejó secar el array PS20 con el 
contenido proteico, 5 minutos a temperatura ambiente, y se incubó con 1 µl de 
una solución saturada al 50% de ácido sinapínico (SPA) por cada depósito. Se 
dejó secar y se repitió este paso nuevamente. 
 Se incluyó IgG no relevante de conejo y de ratón para la validación y 
posterior interpretación del ruido de fondo espectral como control de 
especificidad. 
Se adquirieron anticuerpos específicos frente a las proteínas identificadas 
como putativos positivos que interactúan con GIP, tal y como se detalla a 












µg (anticuerpo)/ µg (extracto 
nuclear)/ Volúmen PG  
(IP con μMACS Protein G 
MicroBeads). 
µg (PG)/ µg 
(anticuerpo)/ µg 
(extracto nuclear)  
ProteinChip arrays PS20 
Histona H1  1/1/3 
Bassoon (Protein Bassoon) 3 µg /250  µg/100  µL 1/1/3 
Beta COP (Coat protein Beta Chain)  1/1/3 
APC (Adenomatous Polyposis Coli Protein)  1/1/3 






   




3.4.15.2 Análisis del complejo de proteínas capturadas en el Array PS20  
 Las muestras se analizaron en la unidad de proteómica de la Universidad 
de Málaga usando un espectrómetro de masas SELDI-TOF, sistema de 
purificación de proteínas ProteinChip Seldi System y el software Protein Chip 
Reader (todo de la casa Bio-Rad). 
3.4.16 Actividad GA in vivo 
3.4.16.1 Extracción del tejido 
 Los animales fueron sacrificados por decapitación para preservar al 
máximo la actividad enzimática. El sacrificio se realizó con una guillotina en una 
campana previamente habilitada para ello. Tras el sacrificio se procedió 
inmediatamente a la disección del animal para la extracción del cerebro. 
 3.4.16.2 Congelación en nitrógeno líquido 
 El cerebro se depositó en un tubo Falcon de 50 mL y se congeló 
directamente en nitrógeno. Una vez congelado, el cerebro se almacenó a -80°c 
hasta su uso. 
 3.4.16.3 Obtención de secciones en criostato para actividad enzimática 
GA 
 Se realizaron secciones de cerebro congelado en un criostato (Microm), 
nuevamente para preservar al máximo la actividad enzimática. Se realizaron 
cortes de 20 μm. Los cortes de tejido se depositaron en portas pre-tratados con 
poli-L-lisina para una mayor adherencia. Estos cortes se emplearon en el mismo 
día para la técnica histoquímica (manteniéndolos a -20°C hasta el momento de la 
incubación) o bien, se guardaron en un congelador a -20°C para emplearlos otro 
día. El almacenamiento de los cortes  durante largos periodos de tiempo a -20°C 
supone una pérdida de reactividad, por lo que es aconsejable cortar y realizar las 
incubaciones el mismo día. 





REACTIVOS CONCENTRACIÓN FINAL ALMACENAMIENTO 







Nitro-blue tetrazolium (NTB) 
Phenazine metosulphate (PMS) 
Glutamato deshidrogenasa (GDH) 
Alcohol de polivinilo (PVA) 













1 M, 4° C 
1 M, 4° C 
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0.5 Mm, 4°C 






Polvo a temperatura ambiente 
 
 3.4.16.4 Preparación del medio de incubación para la detección de 
actividad GA 
 La actividad GA se detectó de forma indirecta mediante las siguientes 






 El Glu generado por la actividad GA es oxidado por la enzima GDH dando 
como productos 2-oxo-glutarato y NADH. El poder reductor de NADH es 
transferido a la sal de tetrazolio (Nitro-blue tetrazolium, NBT), reacción facilitada 
por la fenazina metosulfato (PMS). Al reducirse el NBT se produce un formazán 
de color azul que precipita. Así, donde haya actividad GA se observará un 
precipitado de color azul. Esta medida in situ de actividad GA fue puesta a punto 
inicialmente en el análisis de GA por electroforesis nativa (Aledo et al., 1993) y 
en otros tejidos como páncreas (Montero et al., 2007). El ADP es activador de la 
GDH y el fosfato (Pi) activador de GA. 
Los componentes usados para la detección de la actividad GA se detallan 









 Aunque el pH óptimo de GA es algo mayor que 8, se ajustó el pH del 
medio a 8 para no comprometer las demás reacciones que tienen lugar. Es 
indispensable preparar la mezcla de reacción a 4° C y protegido de la luz.  
 3.4.16.5 Ensayo de actividad enzimática GA en cerebro de rata 
 Se probaron diferentes concentraciones de enzima auxiliar GDH: 20, 50, 
80 y 100 unidades de enzima, así como diferentes concentraciones de Gln: 40 
mM y 80 mM. Los mejores resultados se obtuvieron con 40 mM Gln y 80 
unidades de enzima auxiliar GDH. Básicamente, se siguió el protocolo descrito 
por Montero et al. (2007) para la incubación con el medio de reacción 
histoquímica, hasta la fijación y preparación del tejido para el tratamiento 
inmunohistoquímico. 
 3.4.16.6 Post-fijación del tejido 
 Este paso permite preservar la estructura del tejido. Se  ha post-fijado con 
paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Tras las post-fijación se realizaron  
lavados de 10 minutos con PBS 0.1 M o agua bidestilada. 
 3.4.16.7 Montaje de las preparaciones 
 Tras la post-fijación se procedió al montaje definitivo de las secciones 
procesadas. Para ello, se utilizó el medio de montaje DPX. En el caso del marcaje 
inmunofluorescente posterior a la tinción histoquímica, se utilizó DABCO (1,4-
diazabiciclo [2.2.2] octano), como medio de montaje para preservar la 
fluorescencia. 
 3.4.16.8 Controles de la reacción histoquímica de actividad GA 
 Para determinar la especificidad de la reacción enzimática en secciones 
de cerebro de rata, se han empleado dos controles negativos diferentes: uno en 
el que se omite el fosfato (activador necesario de la actividad GA) y otro en el 
que se omite Gln (sustrato enzimático). 




 3.4.16.9 Inmunofluorescencia posterior al tratamiento histoquímico 
para la detección de actividad GA 
 Para identificar si células gliales de tipo astrocitario  presentan actividad 
GA con la técnica histoquímica anteriormente descrita, se procedió al bloqueo de 
la peroxidasa endógena 30 minutos con peróxido de hidrógeno a una dilución 
1:10 en PBS, seguido de un bloqueo de Avidina/biotina durante 10 minutos cada 
uno, separados por un lavado en PBS 10 minutos. A continuación, se realizó un 
bloqueo con BSA al 5% en PBS conteniendo TX-100 al 0.2% (p/v). La incubación 
del anticuerpo primario específico de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP, 
marcadora de astrocitos), producida en pollo, se dejó 1 noche a temperatura 
ambiente a una dilución 1:2000 en PBS conteniendo TX-100 al 0.2% (p/v) y azida 
sódica al 0.02% (p/v). El marcaje fluorescente se realizó con un anticuerpo 
secundario, desarrollado en cabra y utilizado a dilución 1:100. El secundario 
estaba marcado con Alexa Flúor que se excita a 488 nm (verde) y disuelto en PBS 
con TX-100 al 0.2% (p/v) durante 1 h. Tras la incubación del anticuerpo 
secundario, se lavaron los cortes 3 veces con PBS 10 minutos por cada lavado y 
finalmente, se procedió al montaje de las muestras en DABCO. 
3.4.17 Inmunocitoquímica  en líneas tumorales humanas 
 3.4.17.1 Medios de cultivo para células eucariotas 
 En todos los casos se mantuvo una relación constante de 0.4 mL de medio 
de cultivo por cada cm2 de superficie, de acuerdo con lo establecido por 
Freshney (2000a). Las líneas celulares que crecen adhiriéndose a una superficie 
sólida (sustrato) forman una monocapa. Para realizar subcultivos se las debe 
liberar de este sustrato por medios mecánicos o enzimáticos. Para tal fin, cuando 
los cultivos alcanzaron la confluencia, es decir cubrieron la totalidad de la 
superficie de los frascos donde se estaban desarrollando, se procedió a retirar el 
sobrenadante y a lavar la monocapa con una solución de tripsina-EDTA, 
compuesta por tripsina (Gibco) 0.05% (p/v) y Na2EDTA (Gibco) 0.02% (p/v) en  
PBS durante 15 s a temperatura ambiente, con el fin de neutralizar la acción de 




inhibidores de la tripsina presentes en el suero fetal bovino (SFB). Se respetó una 
relación de 20 µL de solución de tripsina-EDTA por cada cm2 de superficie. Luego 
de eliminar la solución de lavado, se agregó nuevamente la misma proporción de 
la solución de tripsina-EDTA, dejándola actuar el tiempo necesario hasta lograr el 
desprendimiento completo de las células adheridas. Posteriormente, se adicionó 
el medio de cultivo suplementado con SFB para neutralizar la acción de la 
tripsina y se homogeneizó la suspensión celular.   
3.4.17.2  Tratamiento de células SHSY-5Y con éster de forbol PMA 
 Para el estudio del efecto de los ésteres de forbol, como el PMA, en 
células tumorales humanas, se sembraron 1.3 x 106 células por placa. 
Transcurridas 24 horas, las placas se incubaron con PMA durante 6 horas. La 
concentración final de PMA fue de 1 µM en DMSO. En paralelo, se incubaron 
células durante el mismo tiempo sólo con DMSO como control negativo. A 
continuación, se recogieron las células y se procesaron como recomienda el 
fabricante para el aislamiento de la fracción nuclear y citoplasmática (NE-PER  
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents, Pierce). Se analizaron mediante 
inmunotransferencia Western. 
 Para los experimentos de inmunocitoquímica, se sembraron 50.000 
células por pocillo con un volumen de medio de 400 µL en portas poli-lisinados 
adaptados para la realización de varias pruebas en simultáneo (8 wells, 
Permanox® slide, 0.8 cm2/well, sterile, 96/cs, NUNC). 
Las células se lavaron con PBS y se fijaron añadiendo 1 volumen de 
formaldehido al 4% (v/v) en PBS a temperatura ambiente 10 minutos. Después se 
incubaron con 1 volumen de PBS TX-100 0.1% 12 minutos. A continuación, se 
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS. Los porta-objetos con las 
células fijadas se incubaron con una solución de bloqueo que contenía PBS, 1% 
BSA y 0.2% (p/v) de TX-100, durante 1 h a temperatura ambiente. Seguidamente, 
se  les añadió la solución de anticuerpos primarios anti-GAB y se incubaron toda 
la noche a 4° C en PBS, 0.2% (p/v) TX-100. Se lavaron los pocillos 3 veces con PBS 




y se procedió a la incubación con el segundo anticuerpo primario toda la noche a 
4° C. A continuación, se lavaron los pocillos 3 veces con PBS y se incubaron con 
los anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos excitables a 488 nm 
(verde) y 568 nm (rojo), según la preferencia  deseada. Finalmente, las muestras 
se montaron en DABCO.  
 Para dobles marcajes fluorescentes se incubó en primer lugar con 
anticuerpos anti-GAB. 
Para los ensayos inmunocitoquímicos realizados en células transfectadas se 
siguió exactamente el protocolo  anterior, manteniendo la preferencia en el 
orden de incubación de anticuerpos anti-GAB. Las imágenes de la proteína 













Anticuerpos primarios Características Dilución 
Anti-GAB Anticuerpo policlonal de conejo purificado 
por afinidad  
1:2000 
Anti-GAB Anticuerpo policlonal de rata purificado por 
afinidad  
1:2000 
Anti-JMJD5(C-terminus) Policlonal de conejo (Millipore) 1:200 
Anti-SC35 (phospho) antibody [SC-
35] 
Monoclonal de ratón, Nuclear Speckle 
Marker (ABCAM) 
1:300 
Anti-Fibrillarin antibody [38F3] Monoclonal de ratón (ABCAM) 1:300 
c-Myc Monoclonal Antibody  Monoclonal de ratón CLONTECH 1:200 
Anticuerpos secundarios Características Dilución 
Alexa fluor 468 (invitrogen) Estreptavidina conjugada, SIGMA 1:1000 
Alexa fluor 568 (invitrogen) Estreptavidina conjugada (SIGMA) 1:1000 
Alexa fluor 568 (invitrogen) Cabra anti-conejo (SIGMA) 1:500 
Alexa fluor 568 (invitrogen) Cabra anti-ratón (SIGMA) 1:200 
Alexa fluor 488 (invitrogen) Cabra anti-conejo (SIGMA) 1:500 
   





 3.4.18.1 Fijación de los cerebros 
 La fijación de los cerebros se realizó mediante perfusión vascular con una 
solución fijadora, seguida de una post-fijación por inmersión. 
 Las ratas fueron anestesiadas mediante una inyección intraperitoneal con 
pentobarbital sódico (60 mg/kg, i.p.) y tras la pérdida total de reflejos se 
procedió a la apertura de la caja torácica para exponer el corazón. A través de 
una cánula insertada en el ventrículo izquierdo, y tras practicar una incisión en la 
aurícula derecha, se hizo pasar en primer lugar tampón PBS durante 5-10 
minutos, seguido de una solución fijadora. Para los estudios inmunocitoquímicos 
a microscopía óptica se utilizó el fijador PLP (4% paraformaldehído/ 75 mM 
lisina/ 10 mM metaperiodato sódico en tampón fosfato 0.1 M pH 7.4, ver 
Apéndice). Para los estudios inmunocitoquímicos a microscopía electrónica se 
utilizó paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 0,1% en tampón PBS. Los 
cerebros se extrajeron y se postfijaron por inmersión en la misma solución 
fijadora utilizada en la perfusión durante toda la noche a 4° C. 
 3.4.18.2 Crioprotección y congelación  
 Los cerebros que se utilizaron para inmunocitoquímica a microscopía 
óptica se crioprotegieron para preservar la estructura del tejido durante la 
congelación. Para ello, después de la post-fijación, se sumergieron en una 
solución de sacarosa al 30% en PBS, y se mantuvieron a 4°C con agitación suave 
hasta su total hundimiento. Una vez crioprotegido, el material se congeló 
rápidamente con nieve carbónica (-75°C) y se almacenó a –80°C hasta la 
obtención de las secciones. 
 3.4.18.3 Obtención de las secciones 
 Los estudios inmunohistoquímicos a microscopía óptica convencional y 
microscopía confocal se llevaron a cabo empleando secciones de 30 m de 




grosor que se obtuvieron en un microtomo de congelación (Leica, modelo CM 
1325). Los cortes se almacenaron a 4°C en tampón PBS con 0.02% de azida 
sódica hasta su posterior procesado. 
 3.4.19 Inmunotinción 
 Anticuerpos primarios utilizados 
 
 Antes de la inactivación de la peroxidasa  y de avidina/biotina endógenas, 
y con el fin de intensificar la señal histoquímica, se incubaron las muestras 
primero en tampón citrato (50 mM pH 6) a 80°C durante 30 minutos. 
 3.4.19.1 Inmunohistoquímica para microscopía óptica 
 Las secciones flotantes de cerebro de rata se procesaron utilizando dos 
técnicas inmunocitoquímicas: la avidina-biotina y la peroxidasa anti-peroxidasa. 
En ambas técnicas, se pone de manifiesto la existencia del anticuerpo primario 
mediante la actividad de una enzima peroxidasa. Es por tanto necesario eliminar 
la actividad peroxidasa endógena de los tejidos antes de su procesado 
inmunocitoquímico. Para ello se realizó una incubación de los cortes en una 
disolución del 3% de H2O2 y 10% de metanol en tampón PBS durante 15 minutos 
a temperatura ambiente. A continuación, se lavaron las secciones durante 1 hora 
con tampón PBS. Las secciones fueron posteriormente tratadas de manera 
diferente según la técnica empleada. 
 Características Dilución 
Anti-GAB Anticuerpo policlonal de conejo. 1:10000 
Anti-KGA Anticuerpo policlonal de conejo, purificado por 
afinidad. 
1:1000 
Anti-GIP Anticuerpo policlonal de conejo, purificado por 
afinidad. 
1:500 
Anti-GFAP Anticuerpo monoclonal de ratón (Boehringer) 5 g/mL 




 3.4.19.2 Técnica inmunohistoquímica de la avidina-biotina 
 Debido a la naturaleza de esta técnica, fue necesario bloquear 
previamente la biotina y avidina endógenas, además de las proteínas que se 
unen a biotina. Para ello se utilizó el kit de bloqueo de Vector Labs, y se siguieron 
las instrucciones del fabricante. A continuación las secciones se incubaron con el 
anticuerpo primario (anti-KGA 48h o anti-GAB 48h)  a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se realizaron tres lavados con tampón PBS de 10 minutos cada 
uno. Después se procedió a la incubación en un anticuerpo secundario 
biotinilado, que fue diferente según el organismo en el que se había desarrollado 
el anticuerpo primario. En el caso de anticuerpos primarios de conejo se utilizó 
un anti-IgG de conejo desarrollado en cabra (Vector Labs), diluido 500 veces en 
tampón PBS con 0.3% de TX-100 (p/v) y 0.1% de azida sódica. La incubación con 
el anticuerpo secundario se realizó a temperatura ambiente durante 1 h. A 
continuación, las secciones se lavaron durante 30 minutos en tampón PBS, 
realizando tres cambios del mismo. Por último, los cortes se incubaron en 
extravidina acoplada a la enzima peroxidasa de rábano (Sigma) diluida 2000 
veces en tampón PBS con 0.3% de TX-100 (p/v), durante 2 h a temperatura 
ambiente. Seguidamente, se realizaron tres lavados en tampón PBS de 10 
minutos cada uno. El revelado de la actividad peroxidasa se llevó a cabo 
incubando las secciones en una disolución del 0.05% (p/v) de 3-3´-
diaminobenzidina (DAB) y 0.5 mM de H2O2 (v/v). En la mayoría de las ocasiones, 
se añadió a la disolución un 0.05% de sulfato amónico de níquel (p/v) para 
intensificar la marca obtenida. Finalmente, las secciones se lavaron en PBS y se 
montaron sobre portaobjetos gelatinados (ver Apéndice) dejándose secar al aire. 
Posteriormente se deshidrataron en una graduación creciente de alcoholes (50°, 
70°, 96°, 100°), se aclararon con xileno y se montaron con el medio de montaje 
DPX. 
 




 3.4.20 Inmunofluorescencia en cerebro de rata 
 Los cortes se incubaron primero en tampón citrato (50 mM pH 6) a 80°C, 
durante 30 minutos. Posterior al bloqueo de peroxidasa, avidina y biotina 
endógenas (en el caso de utilizar anticuerpos biotinilados acoplados a extravidina 
fluorescente), las secciones se incubaron con uno de los anticuerpos primarios 
anti-GAB o anti KGA, 48 h a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces 
con tampón PBS durante 10 minutos, los cortes se incubaron con el segundo 
anticuerpo primario GFAP, durante 24 h a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se procedió a la incubación con los anticuerpos secundarios de 
manera secuencial. Se utilizaron diluciones 1:500 en tampón PBS con el 0.2% de 
TX-100 (v/v) de anticuerpos secundarios acoplados a diferentes fluorocromos de 
la familia de las AlexasTM (Molecular Probes) y una dilución 1:1000 de extravidina 
fluorescente cuando se utilizó un anticuerpo secundario biotinilado. En concreto, 
se utilizó un anti-IgG de conejo desarrollado en cabra unido a una AlexaTM 
excitable a 568 nm (rojo) y un anti-IgG de ratón y/o pollo desarrollado en cabra 
unido a una AlexaTM excitable a 488 nm (verde). La incubación con los 
anticuerpos secundarios se realizó durante 90 minutos a temperatura ambiente 
y protegiendo de la luz. 
 3.4.20.1 Inmunofluorescencia en tejido humano 
Las muestras de cerebro humano (corteza temporal) proceden de la 
autopsia de individuos varones con edades comprendidas entre 54 y 58 años sin 
ninguna enfermedad neurológica o psiquiátrica conocida. Estas muestras fueron 
suministradas por el Biobanco del Instituto de Neuropatología IDIBELL-Hospital 
Universitario de Bellvitge (Barcelona, España), con la aprobación de la Dra. 
Antonia Gutiérrez, del Departamento de Biología Celular de la Universidad de 
Málaga, en cuyo laboratorio se han realizado los experimentos. Después de la 
extracción del cerebro, el tejido fue inmediatamente fijado en paraformaldehído 
al 4% en tampón fosfato (PB: 0.1M y pH 7.4), 2 h. A continuación, el tejido se 
cortó en pequeños bloques que se postfijaron durante 24-48 h a 4°C, con 
agitación. Después de la agitación las muestras se sumergieron en soluciones de 




sacarosa crecientes y se almacenaron a -20°C en solución crioprotectora. El 
tejido cortical, se cortó en secciones de 30 µm de grosor con ayuda de un 
micrótomo de congelación y se almacenaron en free floating de manera seriada 
en placas multipocillo. Las secciones de cada región se procesaron en paralelo 
para los estudios inmunohistoquímicos. 
Para el marcaje fluorescente y con el fin de intensificar la señal 
histoquímica, se incubaron las muestras primero en tampón citrato  (50mM pH 
6) a 80°C, durante 30 minutos. A continuación, se incubaron secuencialmente los 
anticuerpos primarios correspondientes (conejo anti-KGA 1:1000; Pollo anti-
GFAP 1:2000) diluidos en tampón PBS con azida sódica al 0,1% y TX-100 al 0,2% 
(p/v), a temperatura ambiente y durante 48 y 24 h, respectivamente. La unión 
del anticuerpo primario a su antígeno fue detectada incubando las secciones con 
anticuerpos secundarios correspondientes a Alexa 568/488 (acoplados 
directamente a un fluorocromo diluido 1:1000), ambos diluidos en tampón PBS, 
TX-100 al 0.2% (p/v), durante una hora a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Para eliminar la auto fluorescencia del tejido debido a la acumulación con la 
edad de gránulos de lipofucsina autofluorescentes, se sumergieron los cortes 
previamente montados sobre portaobjetos gelatinados en alcohol al 70% 
durante 5 minutos y seguidamente, en una solución comercial (Autofluorescence  
Eliminator Reagent, Millipore) siguiendo las especificaciones del fabricante. Por 
último, se cubrieron las secciones usando un medio de montaje específico para 
mantener la fluorescencia de las muestras (1:1 PBS 0.1M, glicerina y 3% de 
diazabiciclo [2.2.2]-octano o DABCO). Las secciones se almacenaron en oscuridad 
y a 4°C hasta su visualización en un microscopio láser confocal (Leica SP5). 
3.4.20.2 Controles de la técnica inmunocitoquímica 
 Con el fin de evaluar la especificidad del marcaje inmunocitoquímico en 
las secciones de cerebro de rata y humano, se realizaron los siguientes controles: 
 En todos los experimentos se procesaron en paralelo cortes de cerebro 
omitiendo la incubación en el anticuerpo primario. 




 Se incubaron secciones con los sueros preinmunes de los conejos en los 
que se provocó la respuesta inmune para producir los anticuerpos 
policlonales. 
 Se procesaron cortes utilizando anticuerpos primarios que habían sido 
previamente preabsorbidos con su correspondiente antígeno. Para ello se 
incubó el anticuerpo primario, ya diluido, con una concentración de 150 
μg/mL de antígeno durante toda la noche, a 4° C y con agitación suave. 
3.4.21 Microscopia Electrónica de Transmisión 
Todos los experimentos con animales se han llevado a cabo de acuerdo con 
el Real Decreto R.D.1201/2005 del 10 de Octubre (BOE 21/10/2005) para el 
mantenimiento y uso de animales de laboratorio, y fueron aprobados por el 
“Comité de Uso de Animales para la Investigación” de la Universidad de Málaga. 
Los experimentos se han realizado en el laboratorio de la Dra. Antonia Gutiérrez. 
3.4.21.1 Fijación del tejido y obtención de secciones 
 Ratas Sprague-Dawley (machos adultos de 2 meses de edad; 
aproximadamente 250 g de peso; Charles River Lab., Barcelona) fueron 
profundamente anestesiadas con pentobarbital sódico (Dolethal®) a una dosis de 
60 mg/kg. A continuación, los animales fueron perfundidos transcardialmente 
con PBS 0.1 M pH 7.4, durante 1 minuto aproximadamente, seguido por una 
solución fijadora de 4% paraformaldehído/ 0.1% glutaraldehído en tampón PBS 
0.1 M, pH 7.4 durante 20 minutos. A continuación, los cerebros se extrajeron 
rápidamente y se postfijaron por inmersión en la misma solución fijadora 
durante durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
lavaron en tampón PBS y se almacenaron en esta misma solución tamponadora a 
4°C hasta su posterior procesamiento.   
Los cerebros fueron cortados en secciones de 50 μm de grosor en el plano 
coronal con un Vibratomo (Leica, VT1000S), y las secciones se recogieron en PBS 
0.1 M con 0.02% de azida sódica.  




3.4.21.2  Inmunohistoquímica en pre-inclusión  
Para aumentar la penetración del anticuerpo, se realizó un proceso de 
congelación/descongelación de las secciones mediante el que se permeabilizan 
las membranas celulares pero sin llegar a alterar la morfología de la célula a nivel 
ultraestructural. Para ello, se procedió de la siguiente forma: 
 Se incubaron las secciones en solución de crioprotección al 100% 
durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
 A continuación, se colocaron las secciones en la misma solución 
crioprotectora durante 20 minutos a – 80° C. 
 Tras dejar atemperar las secciones, se incubaron en una serie de 
soluciones de crioprotección (diluidas en PBS) a un porcentaje 
decreciente y a temperatura ambiente. 
 Solución crioprotección al 100% (10 minutos). 
 Solución crioprotección al 70% (10 minutos). 
 Solución crioprotección al 50% (10 minutos). 
 Solución crioprotección al 30% (10 minutos). 
Solución de Crioprotección (para 400 mL): 
 310 mL, Agua desionizada. 
 800 µl, Azida sódica (10%). 
 40 mL, Glicerol. 
 50 mL, PBS (0.4 M) 
 100 g, sacarosa. 
 A continuación se procedió a la inactivación de la peroxidasa endógena 
mediante incubación de las secciones en peróxido de hidrógeno al 3% en PBS 0.1 
M, a temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente, y tras varios 
lavados en PBS, las secciones se incubaron con el anticuerpo primario anti-KGA 
(Olalla et al., 2002) a una dilución 1:250 en la solución de bloqueo (1 mL de azida 
sódica; 2 g de BSA en 100 mL de PBS 0.1M) durante 2 noches a temperatura 
ambiente. Tras varios lavados en PBS, las secciones se incubaron con el 
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo biotinilado (Vector Labs, diluido 1/500 




en la solución de bloqueo) a temperatura ambiente durante 70 minutos, seguido 
del complejo avidina-peroxidasa (dilución 1/2000 en PBS) con agitación y 
temperatura ambiente durante 2 h. Finalmente, las secciones fueron incubadas 
en una solución de DAB (0.05%) en PBS 0.1 M y peróxido de hidrógeno en una 
concentración final de 0.01% en oscuridad hasta que se observó inmunomarcaje.  
 
3.4.21.3  Deshidratación e inclusión en plano  
 Se procedió a la post-fijación de las secciones en una solución de 
tetróxido de osmio al 1% en tampón PBS a 4°C y oscuridad durante 1 hora. A 
continuación, se procedió a la deshidratación e inclusión en plano de los cortes 
en resina Araldita de la siguiente forma: 
 Acetona 30%. 30 minutos 
 Acetona 50%. 30 minutos. 
 Acetona 70%. 30 minutos. 
 Acetona 80%. 30 minutos. 
 Acetona 90%. 30 minutos. 
 Acetona 100%. 2 x 30 minutos. 
 Acetona 100% - Resina Araldita (1:1). 1 h. 
 Resina pura (Araldita). 2 h. 
 Inclusión en plano (láminas entre 2 portaobjetos) en estufa a 60°C 
durante 24-48 h. Para ello y con sumo cuidado, se colocaron varias secciones 
entre dos portaobjetos forrados con papel de aluminio y se añadió una pequeña 
cantidad de resina pura. Se presionaron con cuidado los dos portaobjetos para 
eliminar las posibles burbujas que se hayan podido formar y todo ello se 
introdujo en una estufa a 60°C durante 24-48 h para permitir la correcta 










3.4.21.4  Montaje y tallado en bloques de resina 
 Tras la polimerización, se separaron los cubreobjetos quedando una fina 
lámina de resina en la que están las secciones incluidas en plano. A continuación, 
con unas tijeras se cortó una de las secciones de la lámina de resina intentando 
que quedara intacta toda la zona hipocampal. La porción de tejido cortado se 
adhirió mediante pegamento comercial de secado rápido a un bloque de resina 
polimerizada y se dejó secar a temperatura ambiente antes de realizar el tallado 
del bloque. 
 Una vez obtenido el bloque de resina con nuestra sección de tejido bien 
pegada, se montó todo en el soporte del ultramicrotomo para realizar el tallado. 
Para ello, se utilizó una cuchilla bien afilada y se retiró, poco a poco, distintas 
porciones tanto de resina como de nuestro tejido. El objetivo final de este 
procedimiento fue obtener un bloque de resina en el cual tuviésemos una 
pirámide de base trapezoidal, cuya cara superior sea toda la región de interés 
para nuestro estudio. 
3.4.21.5  Ultramicrotomía  
 Las secciones contenidas en las pirámides de los bloques de resina fueron 
cortadas para obtener cortes semifinos y ultrafinos mediante el uso de un 
ultramicrotomo (Modelo Ultracut E, Reichert-Jung). Se realizaron en primer lugar 
cortes semifinos de 1 μm de grosor que se tiñeron con el colorante azul de 
toluidina al 1% para su observación al microscopio óptico. Con ello lo que 
perseguimos es la determinación del área final de interés que vamos a volver a 
tallar antes de realizar los cortes ultrafinos.  
 Las secciones ultrafinas se cortaron con un grosor de 50-60 nm y se 
recogieron en la balsa de la cuchilla que contenía agua bidesionizada filtrada, 
pasándose a rejillas de Níquel de 100 agujeros (FF100-Ni, Electron Microscopic 
Sciences (EMS). 
 




3.4.21.6 Contrastado de las rejillas  
El contrastado se realizó con compuestos de alto peso atómico: citrato de 
plomo (Solución de Reynolds) y acetato de uranilo. Ambas sustancias constituyen 
una barrera al paso del haz de electrones, y dan lugar a una tinción negativa que 
permite la observación clara de las estructuras celulares. 
En una placa de Petri, previamente lavada con agua bidestilada, se 
introdujo un papel de parafina con la parte limpia hacia arriba, sobre un lecho de 
hidróxido sódico en lentejas para que absorba el dióxido de carbono del aire, ya 
que resulta perjudicial para el citrato de plomo, y se tapa sellando con parafilm 
hasta el momento de su utilización.  Se preparó la solución de citrato de plomo  y 
se centrifugó 1 mL en un tubo Eppendorf a 6000 rpm durante 15 minutos, para 
retirar cualquier impureza. A continuación se inició el contrastado de la siguiente 
forma: sobre el parafilm se colocó una gota de citrato de plomo y otra de acetato 
de uranilo por cada rejilla a contrastar. Con unas pinzas se tomó la rejilla 
procurando no dañar los cortes y se lavó ligeramente en agua bidesionizada libre 
de CO2 (mediante ebullición previa; usar a temperatura ambiente). Se colocó la 
rejilla por la cara donde estaban los cortes sobre la gota de citrato de plomo 
durante un minuto. A continuación, se lavó la rejilla en tres baños distintos de 
agua sin CO2, para eliminar el exceso de citrato de plomo. Se repitió el 
procedimiento sobre la gota de acetato de uranilo y los tres lavados en agua 
bidesionizada. Con papel de filtro, dispuesto en horizontal y al nivel de la rejilla, 
se absorbió el agua de lavado para secar los cortes. Las rejillas se dejaron secar 
en pinzas al abrigo del polvo. 
3.4.21.7 Observación y procesamiento de imágenes 
La observación de los preparados se realizó en el microscopio electrónico 
de transmisión JEOL JEM-1400 del SCAI de la UMA. La obtención de imágenes 
digitales se realizó con el mismo microscopio electrónico anterior y éstas fueron 
procesadas con el programa informático Adobe Photoshop 7.0.  




3.4.22 RT-PCR A TIEMPO REAL  
 La RT-PCR a tiempo real o RT-PCR cuantitativa es una variación de la RT-
PCR estándar utilizada para la cuantificación del RNA mensajero (mRNA) de una 
muestra. Utilizando cebadores específicos de secuencia, es posible determinar la 
cantidad relativa y absoluta de un determinado mRNA. 
 3.4.22.1 Aislamiento de astrocitos de cerebelo de rata 
 Los astrocitos puros  fueron adquiridos comercialmente a INNOPROT. 
Aproximadamente 106 células de cerebelo de rata Sprague Dawley, de día 0 post-
natal (Pase 0 y sexo no verificado), sometidas a dieta estándar en pellet e 
iluminación de ciclo circadiano (12:12 h), se aislaron por separación 
inmunomagnética en condiciones  previamente establecidas (tiempo de 
incubación para la limpieza de las células no superior a 24 h), omitiendo en los 
medios de estabilización celular el aminoácido Gln y con una pureza superior al 
95%. Posteriormente, fueron congeladas en medio de  Cryostor CS10 (10% 
DMSO).  
 3.4.22.2 Extracción de RNA total 
 El RNA total de astrocitos de cerebelo de rata fue aislado según las 
especificaciones del fabricante, así como las proteínas utilizadas para el ensayo 
de inmunotransferencias Western (AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit, QIAGEN).  
Las células se lavaron brevemente con PBS y se centrifugaron a 1500 rpm 
durante 5 minutos; inmediatamente después,  se realizó la homogenización del 
precipitado celular con 350 μL de tampón de lisis–β-mercaptoetanol, el lisado se 
pasó al menos 5 veces a través de una jeringa de calibre 20 (0.9 mm de 
diámetro) libre de RNasas, se transfirió la mezcla a una columna ALL Prep DNA  
para  eliminación del DNA genómico y se centrifugó 30 minutos a 8000 g. A 
continuación,  250 μL de etanol 96% se mezclaron con el  eluido  del paso 
anterior, se transfirió la mezcla a  una columna RNeasy spin column y se 
centrifugó 15 minutos a 8000 g (≥10000 rpm). El sobrenadante se empleó para 




precipitar proteínas, adicionando un volumen de tampón de precipitación e 
incubando la mezcla 10 minutos a Tª ambiente. Se procedió a centrifugar la 
solución proteica a 16000 g durante 10 minutos, las proteínas precipitadas se 
lavaron con 500 µl de etanol 70%, se centrifugaron a máxima velocidad 1 minuto 
y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se resuspendió 
en el volumen deseado de tampón de carga para proteínas (ver apéndice). El 
RNA total retenido en la columna, se lavó con 700µl de tampón de lavado y se 
centrifugó 15 segundos a 8000 g; posteriormente,  se realizaron dos lavados con 
500 µl del mismo tampón y, finalmente se transfirió la columna a un tubo nuevo 
libre de RNasas, se eluyó  el RNA total por centrifugación con 32 µl de agua libre 
de RNasas y se conservó a -20° C. 
 La cuantificación de la cantidad de RNA aislado en cada muestra se llevó a 
cabo midiendo la Absorbancia a 260nm con espectrofotómetro Nanodrop 
(Thermo Scientific), teniendo en cuenta que una unidad de A260 equivale a 40 
μg/mL de RNA. Para la estimación de su pureza, se determinó asimismo la 
absorbancia de las muestras a 280nm y se obtuvo el cociente A260/A280, índice 
que informa de la pureza del RNA extraído. Valores cercanos a 1.8-2 indican una 
baja contaminación proteica de nuestra muestra. 
 La calidad del RNA se evaluó en geles de agarosa al 1%. Se consideró que 
el RNA estaba degradado (descartándose la muestra) si no se podían distinguir 
nítidamente las bandas correspondientes al RNA ribosomal 28s y 18s. 
 3.4.22.3 Transcripción  inversa del  RNA total de astrocitos de rata 
 Dos muestra de RNA  total (1μg)  fueron incubadas con un tampón 
especial (Quantitec Reverse Transcription kit, Qiagen) para la remoción residual 
de DNA genómico, durante 2 minutos a 42°C. Después de la eliminación del DNA 
genómico, se realizó la transcripción inversa (RT) usando Quantitec Reverse 
Transcription kit en 20 μL de reacción, de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. El procedimiento de retrotranscipción se llevó a cabo en un 
termociclador BioRad, programado de la siguiente manera: incubación a 42° C 




durante 15 minutos, seguido de una incubación a 95° C durante 3 minutos y, 
finalmente, a 4° C durante 5 minutos. Las muestras se almacenaron en un 
congelador a -80° C. 
 El RNA fue analizado para detectar contaminación por DNA genómico 
utilizando un control para la RT omitiendo la enzima, y un control para valorar la 
contaminación por reactivos y aerosoles omitiendo el molde. 
 3.4.22.4 RT-PCR cuantitativa 
 Para cuantificar los niveles de mRNA se realizó PCR a tiempo real 
utilizando el kit Perfecta®SYBR Green SuperMix for IQ™ (Quanta Biosciences), una 
mezcla de reacción lista para usar que incluye concentraciones optimizadas de 
MgCl2, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), Accustart Taq polimerasa, fluoróforo 
SYBR Green I dye, 20 mM de fluoresceína y estabilizadores, a excepción de los 
cebadores y el cDNA molde. La reacción se llevó a cabo con 50 ng de cDNA total 
para los transcritos Gls2 de GA (GAB y LGA) y 25 ng de cDNA para los  transcritos 
Gls (KGA y GAC). Los cuatro transcritos fueron amplificados utilizando cebadores 
isoforma-específicos (véase Apéndice). Antes de la cuantificación de cada 
mensajero, se estimó la eficiencia de  la reacción de PCR con cada pareja de 
cebadores específicos (estuvo entre el 90-105%), así como su consistencia en las 
diferentes réplicas. Los productos amplificados fueron analizados por 
electroforesis en gel de agarosa 2% y purificados con el kit Illustra TM GFXTM PCR 
DNA y el kit de purificación de bandas electroforéticas Gel Band Purification (GE 
Healthcare). La concentración fue determinada por espectrofotometría a 260 
nm, como se ha descrito anteriormente. Todas las muestras se analizaron por 
triplicado.  
 Se empleó una concentración final de 200 mM de cada cebador 
específico. El programa de PCR y los ciclos de amplificación se programaron de la 
siuiente manera: 95°C por 4 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 63°C 
por 45 segundos y 72°C por 30 segundos. La adquisición de la fluorescencia se 
llevó a cabo a 72°C. La especificidad  de los productos de PCR se analizó por 




curvas de disociación incluido el control para la RT y el control sin molde. Los 
resultados fueron Analizados usando el Software CFX (Bio-Rad). El tamaño del 
amplicón y la ausencia de productos no específicos fueron confirmados por 
electroforesis en gel de agarosa. Para la cuantificación absoluta de los transcritos 
GA, el producto de amplificación fue utilizado para calcular el número de copias 
en nuestra muestra, elaborando curvas estándar de cada producto amplificado a 
partir de diluciones seriadas 1:10 en el intervalo de 107 copias hasta 102 copias 
de DNA. Se admitieron los valores de curva estándar lineal con un R2> 0.980,  r > 
|–0.990|. La eficiencia de cada reacción, E, se calculó con la siguiente fórmula:  
E = 10–1/pendiente 


























4.1 Localización regional y subcelular de las isoformas GAB y KGA en 
cerebro de rata 
 
 El estudio de la localización regional de las proteínas GAB y KGA en 
cerebro de rata se llevó a cabo mediante técnicas inmunohistoquímicas, 
inmunocitoquímicas e inmunotransferencias Western. En primer lugar, se 
obtuvieron y purificaron por cromatografía de afinidad anticuerpos GA isoforma-
específicos, utilizando columnas de sefarosa modificadas con los 
correspondientes antígenos empleados en la inmunización. En el siguiente 
esquema se resume el procedimiento general seguido desde la generación de los 



















































4.1.1 Validación de anticuerpos purificados (anti-KGA y anti-GAB) 
 
 Una vez obtenidos y purificados los anticuerpos tal y como se ha descrito 
en materiales y métodos (apartado 3.4.10), se procedió a evaluar su 
especificidad. Para ello, se llevaron a cabo inmunotransferencias Western 
transfiriendo a nitrocelulosa proteínas recombinantes GST-GAB e His-KGA 
purificadas así como extractos tisulares de hígado y riñón de rata previamente 
separados por electroforesis. Dichos tejidos contienen las isoformas GAB y KGA 













Figura (7). Análisis de la especificidad de los anticuerpos policlonales de conejo anti-
KGA, anti-GAB y policlonal de rata anti-GAB mediante Western blot. Los anticuerpos anti-KGA y 
anti-GAB se incubaron frente a sus correspondientes antígenos con objeto de valorar su 
especificidad (a la derecha de cada panel). A) Policlonal de conejo anti GAB, 1:2000. Calle 1, GAB 
recombinante; calle 2, extracto total de hígado de rata; calle 3, KGA recombinante. B) Policlonal 
de rata anti-GAB, 1:2000. Calle 1; marcador de masa molecular (magicmark); calle 2, KGA 
recombinante; calle 3, extracto mitocondrial de hígado de rata. C) Policlonal de conejo anti-His-
KGA C-terminal, 1:1000. Calle 1, magicmark; calle 2, GAB recombinante; Calle 3, extracto total de 
cerebro de rata; calle 4, extracto total de hígado de rata; calle 5, extracto mitocondrial de riñón 
de rata. Se cargaron 10 ng de las proteínas de fusión GST-GAB e His-KGA y 20 g de extractos de 
mitocondrias de hígado y riñón de rata. La inmunotransferencia se reveló mediante 
quimioluminiscencia, con el sistema SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce). 
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En todos los casos, la preadsorción de los anticuerpos purificados con el 
antígeno empleado en su producción eliminó completamente el reconocimiento 
de las isoenzimas GA, tanto en inmunotransferencia Western, como en ensayos 
inmunohistoquímicos en cerebro de rata. El anticuerpo policlonal de conejo 
frente a GAB dio una señal más intensa (a las diluciones optimizadas) en 
inmunotransferencia Western que el correspondiente policlonal de rata.  
Los anticuerpos demostraron ser isoenzima específicos a las diluciones 
empleadas, no detectándose  reconocimiento cruzado  entre isoenzimas GA al 
emplear proteínas recombinantes purificadas o extractos tisulares. 
4.1.2. Caracterización inmunohistoquímica (IHC) de isoenzimas GA en 
cerebro de rata  
4.1.2.1. Expresión regional de KGA y GAB en cerebro de rata 
A nivel regional, ambos tipos de anticuerpos detectaron una mayor 
expresión de isoenzimas KGA y GAB en regiones implicadas en la 
neurotransmisión glutamatérgica como corteza cerebral, hipocampo, cerebelo y 
estriado, de forma similar a lo encontrado previamente por nuestro grupo 
empleando otros anticuerpos anti-GA (Olalla, 2002; Olalla et al., 2002). En la 
corteza cerebral, se observó una intensa inmunorreactividad GAB nuclear con un 
mismo patrón de marcaje en todas las regiones que la constituyen; frontal, 
temporal, parietal y occipital (Fig. 8). Así, se observó marcaje en el núcleo de 
numerosas células distribuidas por todas las capas corticales (I-VI), siendo el 
marcaje de la capa I menos intenso que en las demás.  
A diferencia de la marca obtenida con anticuerpos GAB, la inmunotinción 
específica observada con los anti-KGA mostró una localización celular 
citoplasmática, concentrándose en somas y porciones iniciales de las dendritas 
primarias (Fig. 8 B3). Aunque se detectó expresión de KGA en todas las capas 
corticales, las células piramidales (glutamatérgicas) de las capas IV y V exhibieron 
una mayor intensidad de tinción con respecto a las demás capas corticales (Fig. 8 
B2). La mayoría de las neuronas reactivas son piramidales, no obstante, se 






Además, se apreció inmunotinción KGA en el neuropilo (compuesto de un ovillo 
denso de terminales axónicos, dendritas y células gliales) de aspecto punteado, en 
todas las capas corticales.  
El patrón de tinción de ambas isoformas (GAB nuclear y KGA 


















































 Figura (8). Localización inmunohistoquímica de las isoformas GAB (A) y KGA (B) en la 
corteza de cerebro de rata. GAB (A1-A3) se concentra fundamentalmente en la región nuclear de 
numerosas células distribuidas por todas las capas corticales, siendo menos abundante en la capa 
I. A3) Imagen ampliada de la marca nuclear. (B1-B2) Imagen panorámica de la tinción KGA y 
detalle del marcaje perivascular (flecha blanca, B1). La isoforma KGA se localiza en el citoplasma 
de los cuerpos neuronales y porciones iniciales de las dendritas primarias de las neuronas 
corticales (flechas negras, B3), mostrando una mayor expresión las neuronas piramidales  
localizadas en las capas IV y V (flecha abierta, B2). Barra de escala: A1) 250μm; A2-3) 100 μm; B1-
3) 100 μm. 
 
 En el hipocampo (región implicada en procesos de aprendizaje y 
memoria) se observó un patrón de expresión diferente para isoenzimas GAB y 
KGA (Fig. 9). El hipocampo está formado por el asta de Ammon (también 
denominada hipocampo propio), el giro dentado y el subículo. La región 
hipocampal está constituida por tres capas: la capa piramidal, formada por el 
estrato piramidal CA (Cornu Ammonis) que se divide a su vez en los subcampos 
CA1, CA2 y CA3  e hilus (h), en los cuales se encuentran las células piramidales. El 
segundo estrato es el radiado (Sr), contiene las dendritas apicales de las células 
piramidales, un estrato oriens (SO) compuesto por dendritas basales de las 
células piramidales y finalmente, la capa más distante de estas dendritas 






capa molecular sináptica, la capa granular; que contiene el soma de las células 
granulares, y la región hilar o hilus, que contiene las células polimórficas. Como 
se puede observar en la Figura 9 E1-3,  GAB se localiza en el núcleo de células del 
estrato piramidal de todos los subcampos del asta de Ammon, de naturaleza 
glutamatérgica, y además en células distribuidas por Sr, LM y SO (Fig. 9 E3). 
Asimismo, en el giro dentado se pudo distinguir inmunorreactividad GAB en el 
nucleoplasma de las células de la capa granular (formada por somas densamente 
empaquetados de células de proyección), la capa molecular y la región hilar (Fig. 
9 E2).  
 La isoforma KGA mostró una distribución diferencial en el asta de 
Ammon, siendo en el subcampo CA3 (Fig. 9 F1) el que mayor intensidad de 
marcaje mostró y CA1 el que menor (Fig. 9 F1). En el subcampo CA3, la 
inmunotinción se localiza en las células del estrato piramidal (Fig. 9 F2). También 
se detectó una región KGA inmunorreactiva en LM (Fig. 9 F1), intensa en el 
subcampo CA3 (Fig. 9 F2). En el giro dentado, la inmunorreactividad KGA se 
localizó en las células granulares, siendo éstas más intensa en células 


















 Figura (9). Inmunorreactividad de  GAB (E) y KGA (F) en hipocampo de rata.  El patrón 
de expresión nuclear para GAB fue uniforme en las regiones hipocampales observadas. La 
isoenzima KGA se expresó con mayor intensidad en las neuronas piramidales del subcampo CA3 
(F2), siendo menos intensa en CA2 y CA1 (F1). F3) Las neuronas hipocampales del hilus (h) 
expresan KGA (flecha, F3). E3) Detalle de marca nuclear de GAB en la capa granular del giro 
dentado y reactividad para los subcampos del asta de Ammon; GD, giro dentado; G, granular del 
giro dentado; S, subiculo; h, hilus; lm, lacunoso-molecular; SO, estrato oriens; SP, estrato 
piramidal; Sr, estrato radiado; M, capa molecular. Barra de escala: E1) 250 µm; E2)50µm; E3) 
10µm; F1) 250 µm; F3) 100 µm. 
 
 En el cerebelo se detectó una fuerte inmunorreactividad de las isoformas 
GAB y KGA. La corteza cerebelosa está constituida por tres capas. Una capa 
externa denominada capa molecular, la capa media; constituida por las neuronas 
de Purkinje y la capa interna conocida como capa granular. La capa molecular se 
compone de las células estrelladas y en cesto, neuronas de naturaleza 
GABAérgica. Estas neuronas son poco numerosas y se encuentran distribuidas 
entre las arborizaciones dendríticas de las neuronas de las capas más profundas 
y las fibras paralelas. La capa de las células de Purkinje está formada por un sólo 
estrato de neuronas inhibidoras GABAérgicas. Las dendritas de estas neuronas se 






laminilla cortical. La capa granular está formada por numerosas neuronas 
pequeñas, con escaso citoplasma y de naturaleza glutamatérgica denominadas 
células granulares. Además, se encuentran algunas neuronas inhibidoras tipo 
Golgi: sus dendritas en la capa molecular y sus axones establecen sinapsis con las 
dendritas de las células granulares. Los axones de las células granulares se 
dirigen a la capa molecular. La inmunorreactividad GAB nuclear se localizó con 
mayor intensidad a nivel de la capa granular (Fig. 10 G). En contraste, se 
observaron núcleos inmunomarcados en la capa de Purkinje, de tamaño 
pequeño. En la capa molecular también se observaron núcleos inmunopositivos 
para GAB pertenecientes a las células inhibidoras GABAérgicas de esta zona. Por 
otra parte, la isoforma KGA en el cerebelo se concentró en las células 
glutamatérgicas granulares y en células GABAérgicas de la capa molecular (Fig. 























Figura (10). Inmunorreactividad  GAB (G) y KGA (H) en cerebelo de rata. La isoformas 
GAB se localizan en núcleos de numerosas células de la capa granular  y la capa molecular (G1-3). 
KGA se expresa con un patrón similar a GAB, siendo las células granulares y las células de la capa 
molecular las más reactivas (H1-3). Las células de Purkinje (H2 flechas) son reactivas para la 
isoforma KGA. M, capa molecular; G, capa granular; P, células de Purkinje. (H3) detalle de la 
marca granulada de KGA en neuronas de la corteza cerebelosa (flecha abierta). Barra de escala: 
G1, 250 µm;  G2, 100 µm; G3, 100 µm; H1, 100 µm; H2, imagen ampliada; (G3-H3), 20 µm. 
  
  En el estriado, residen las aferenecias glutamatérgicas procedentes de la corteza 
cerebral, y dopaminérgica, procedentes de la sustancia negra. Esta estructura cerebral 
forma parte de un sistema funcional mayor, llamado ganglios basales (constituido por el 
estriado, globo pálido, núcleos subtalámicos, núcleo entopeduncular y la sustancia 
negra) que participa en el comportamiento motor, cognitivo y emocional. En esta área 
cerebral se observó igualmente un marcaje nuclear de GAB y una marca mayoritaria de 
KGA en el neuropilo, de aspecto puenteado (Fig. 11D). Se observaron también algunos 










Figura (11). Inmunorreactividad de GAB (C) y KGA (D) en el estriado de rata. La marca 
GAB se localiza en el núcleo de muchas neuronas estriatales (C1-3). La marca correspondiente a 
la isoforma KGA, presenta una fuerte tinción en el neuropilo (D1-3). Barra de escala: C2-3, 100 

















4.2 Expresión de GA en células gliales 
 En un estudio pionero de microscopía electrónica realizado por Aoki y 
colaboradores (1991), se detectó la existencia de GA en poblaciones discretas de 
astrocitos, en concreto, esta marca fue observada en procesos gliales, espinas 
dendríticas y axones, mediante estudios de microscopía electrónica, empleando 
anticuerpos anti-KGA. En el mismo año, Wurdig y  Kugler, usando GDH como 
enzima auxiliar, demostraron la presencia de una fuerte reactividad GA en la glía 
de Bergmann, glomera cerebelosa, perikarya granular, células de Purkinje  y en 
procesos astrocitarios. Asimismo, resultados previos de nuestro grupo de 
investigación habían demostrado inmunotinción específica GA en células gliales 
(Olalla, 2002).  
 4.2.1 Actividad GA en astrocitos de cerebelo de rata 
 Experimentos de inmunoflouorescencia confocal realizados por nuestro 
grupo de investigación en corteza cerebral de rata, mostraron la existencia de 
colocalización de las proteínas GIP y GAB en cuerpos celulares y procesos de 
astrocitos, así como en pies perivásculares (Olalla et al., 2008). Con estos datos 
como punto de partida y dada la fuerte controversia científica que rodea a este 
asunto, en este trabajo nos propusimos analizar el patrón de expresión de 
isoenzimas GA en células gliales de una forma más detallada, abarcando tanto el 
nivel transcripcional (niveles de mRNA) como el traduccional (detección de 
proteínas y actividad enzimática). 
 La actividad enzimática de GA está regulada por una variedad de 
compuestos que pueden activar (Pi, calcio, algunos miembros de TCA, tiroxina, 
acetil aspartato y acetil glutamato) o inhibir (Glu) la actividad enzimática 
(Kvamme et al., 2008). Los efectos sobre la enzima purificada (Svenneby et al., 
1970), son algunas veces diferentes a los encontrados en homogenatos, rodajas 
de cerebro, sinaptosomas y mitocondrias asiladas de cerebro de rata (kvamme et 






 Hasta la fecha, no se ha comprobado una actividad enzimática “in vivo”, 
razón por la cual, la actividad enzimática  en cultivos primarios de astrocitos, 
parece ser inducida por la Gln presente en el medio que se emplea para su 
mantenimiento (Erecinska and Silver, 1990).  Sin embargo, una elevada actividad 
GA no puede asociarse a una estimulación provocada por el sustrato, ya que se 
ha comprobado que un incremento en la concentración del mismo no produjo 
efecto en la actividad enzimática GA (Kvamme et al, 1982). Un resultado 
interesante a tener en cuenta en estos estudios es que, en cultivos primarios de 
células SHSY-5Y, se observó una elevada actividad GA (kvamme et al., 2008), no 
concordante con la expresión de proteínas KGA o GAB en homogenatos de estas 
líneas celulares.  
  Con el fin de confirmar la presencia de actividad catalítica de GA “in vivo” 
en astrocitos de cerebro de rata (no demostrada actualmente), se realizaron 
extracciones de cerebro en condiciones que permitieron preservar al máximo el 
tejido.  
El esquema que se muestra a continuación resume el procedimiento 
desde la extracción del tejido hasta el análisis. Una visión más detallada puede 
observarse en  materiales y métodos (apartado 3.4.16). 
El esquema resume el procedimiento seguido para el análisis de la actividad GA “in 
situ” en cerebro de rata 
 
Extracción del cerebro intacto de rata 
y almacenamiento en nitrógeno 
Líquido






Obtención de secciones 
sagitales en criostato
 








Para medir la actividad GA se empleó entonces el método descrito por 
Montero et al. (2007), una modificación del protocolo original publicado por 
Aledo et al. (1993), para medir in situ la actividad GA. Este método se basa en 
detectar la actividad GA mediante la formación de un precipitado azul de 
formazano (apartado 3.4.16.4, metodología experimental). El precipitado de 
color azul-púrpura de la reacción histoquímica, se localiza preferencialmente de 
forma dispersa en agrupaciones celulares localizadas en todas las regiones 
cerebrales (Fig. 12 y 13).   
 Para determinar la especificidad de la técnica histoquímica, los cortes de 
cerebro se procesaron simultáneamente junto a dos cortes consecutivos que se 
emplearon como controles negativos, en los que se omitió del medio de 
incubación en un caso, la Gln sustrato de la reacción, y en el otro el fosfato (Pi), 


















Figura (12). La reacción histoquímica para actividad GA es específica. Tinción de  
actividad enzimática GA en cerebelo de rata (A y B); corteza (D y E). Al omitir la Gln, sustrato 
esencial para la GA, no se detecta señal (C). Al suprimir el Pi, se ve una muy leve tinción residual  
probablemente debido al fosfato endógeno (F). Grosor de los cortes: 20 µm. Barra de escala: A) 
1mm; B y E) 250 µm; D, E y F) 100 µm. 
 
 Como puede comprobarse en cerebelo y corteza, al omitir el fosfato la 
tinción GA disminuyó drásticamente observándose una ligera reactividad basal 
generada probablemente por el fosfato endógeno. Los  resultados obtenidos en 
secciones de cerebro han sido siempre repetitivos, obteniéndose una tinción 
generalizada y heterogénea en las regiones analizadas. 
 La mayor actividad GA se detectó usando una concentración de 40 mM 
para Gln y 80 U.I. de la enzima auxiliar GDH. Al incorporar en el medio de 
incubación un agente inhibidor de la cadena de transporte electrónico cómo la 
azida sódica (que evita el paso de electrones del NADH hacia el oxígeno a través 
de la cadena respiratoria), concentraciones de NH4Cl no superiores a 10 mM y 
tiempos de incubación de 30 minutos, la tinción aumento de forma considerable 





De igual forma, tiempos de incubación más prolongados (40 minutos) omitiendo 
estos dos reactivos, fueron también suficientes para la obtención de un patrón 
de tinción específico (Fig. 12), aunque el deterioro del tejido aumentó de forma 
proporcional al tiempo de incubación. 
 En cerebelo, la mayor actividad GA se observó en la capa granular, en 
somas o pericaria granular y en células de Purkinje (Fig. 13 C). La actividad 
enzimática GA de la corteza fue intensa y generalizada en todas las capas 
corticales (I-VI). En hipocampo, y concretamente en la capa granular, se observó 
actividad GA citoplasmática de neuronas con apariencia granular, 
probablemente asociada a mitocondria. 
La tinción fue específica del citosol, somas de algunas células de Purkinje, 
aparentemente mitocondrial en la capa granular del hipocampo, abundante en el 
neuropilo de la neocorteza y específica de la capa granular del cerebelo y glía de 
Beckmann (Fig. 12 y 13). Estos resultados confirman que el patrón de 
distribución de la actividad GA es heterogéneo. Además, no se observaron 

















Figura (13). Actividad GA presente en cerebro de rata. A) Imagen panorámica de 
secciones de hipocampo (giro dentado). B) Detalle de la capa granular del giro dentado. Se 
observó una alta reactividad en neuronas a nivel citoplasmático, de aspecto granular y 
perinuclear, lo que supone una actividad GA mitocondrial. C) Se observa una fuerte tinción en la 
capa granular y células de Purkinje (imagen recuadrada) y una tinción tenue, casi nula en la capa 
molecular de cerebelo de rata. D) Detalle de la tinción de la capa que contiene las células de 
Purkinje (flecha) y capa granular. E) Imagen de la corteza, en donde se observa una fuerte tinción 
diferencial entre la capa periférica y las capas internas corticales. F) Detalle de la tinción de 
actividad, de aspecto granular en la corteza (flecha). GD, giro dentado; h, hilus; M, molecular; P, 














 4.2.2 Identificación de actividad GA en astrocitos 
 Para ver la presencia de actividad GA en astrocitos, se realizaron marcajes 
inmunofluorescentes con GFAP en las mismas secciones empleadas para 
identificar la actividad enzimática GA, tomándose imágenes a campo claro y con 
epifluorescencia para revelar el marcaje de células astrocitarias. Los resultados 
demuestran que algunos astrocitos asociados a la corteza y al cerebelo, 
concretamente en la capa granular y en la corteza, presentan actividad GA 












 Figura (14). Identificación de astrocitos en cerebelo de rata que presentan una clara 
actividad GA. Localización de la inmunofluorescencia con anti-GFAP (verde) posterior al 
tratamiento histoquímico para detectar actividad GA en cerebelo de rata. Se observaron algunos 







La tinción histoquímica se preservó durante las incubaciones del 
tratamiento inmunohistoquimico; realizado sobre los cortes preincubados con la 
mezcla de reacción para detectar actividad enzimática. Los resultados  
demuestran claramente que algunos astrocitos corticales manifiestan actividad 
GA (Fig. 15). El aspecto de la tinción es similar en todas las poblaciones celulares 
observadas, no obstante, las estructuras granulares identificadas en estas 
poblaciones astrogliales parecen ser menos abundantes, comparado con las 















 Figura (15). Identificación de astrocitos (verde/rojo) en corteza de rata que presentan 
una clara actividad GA. La apariencia de la marca es granular en células que se encuentran 

















por PCR a Tiempo Real.
Western Blot
4.2.3 Cuantificación absoluta del mRNA de isoenzimas GA en astrocitos 
 Para demostrar con mayor precisión que isoenzima  de GA se expresa en 
astrocitos de rata, realizamos la medida de los mensajeros mediante qRT-PCR a 
tiempo real a partir de RNA total extraído de astrocitos de cerebelo, región en la 
que se observó una tinción fuerte de la actividad GA y donde se ha reportado 
previamente la existencia de la misma por otros autores (Wurdig y Kugler, 1991). 
  El siguiente esquema resume el procedimiento seguido, el cual esta 







Esquema ilustrativo de la metodología seguida para la valoración de los transcritos GA 
en astrocitos aislados de cerebelo de rata 
Se llevó a cabo una técnica  de retrotranscripción y PCR en dos pasos. En  
primer lugar, a partir de RNA total se retrotranscribió el mRNA a cDNA y, a 
continuación, éste se amplificó por PCR.  
En la figura 16, se observa la coexpresión de mRNA para las cuatro 
isoformas de  GA (KGA, GAC, LGA y GAB)  en astrocitos  de cerebelo de rata. Los 
mensajeros Gls predominan sobre Gls2, siendo GAC el mayoritario (572.133 ± 
86.37) y con unos valores que duplican al transcrito KGA (292.133 ± 45.95). En 
relación con los transcritos Gls2, GAB es el transcrito más abundante (5.4 ± 0.77) 
con respecto a LGA (0.652 ± 0.197). Para calcular el número de copias de los 














 Figura (16). Niveles de expresión de mRNA de GAB (lila), LGA (azul claro), KGA (verde) y 
GAC (azul) en cerebelo de rata. Los resultados se expresan como media ± S.D (n = 3).El número de 
copias totales se normalizó frente a nano gramos de  RNA total. Panel superior: número de copias 
de transcritos Gls (KGA+GAC) frente a transcritos Gls2 (GAB+LGA). Panel inferior: número total de 
copias de cada transcrito GA normalizado a la cantidad total de RNA. 
 
 
 4.2.4 Detección de isoformas GA en astrocitos de cerebelo de rata  
  Las proteínas precipitadas de la fracción eluida del protocolo de 
extracción de DNA genómico y RNA total (véase metodología experimental, 
apartado 3.4.22.2), se lavaron para retirar los restos del tiocianato de guanidina 
utilizado para la inactivación de RNAsas. A continuación, las proteínas se 
resuspendieron en tampón de carga 2X y se separaron por electroforesis SDS-
PAGE y posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para 
realizar la inmunodetección con anticuerpos específicos anti-KGA. De esta forma, 
se observó una inmunorreactividad positiva pudiéndose detectar bandas 
correspondientes a masas moleculares aparentes en torno a 66-68 kDa, tal y 












 Figura (17). SDS-PAGE y Western blot de las proteínas precipitadas de cerebelo de rata 
(40µg): calle 2, magicmark, calle 1, extracto total de astrocitos de rata. La membrana se incubó 
con un anticuerpo desarrollado frente a la proteína His-KGA/región c-terminal. 
 La isoforma KGA activa es un heterotetrámero constituido por 3 
subunidades de 65 kDa y una de 68 kDa (Perera et al., 1990; Shapiro et al., 1991). 
Parece detectarse una banda débil de aproximadamente 74 kDa que coincide 
con el tamaño teórico de la banda precursora mitocondrial de KGA. Al ser 
astrocitos de cerebelo de rata neonatal (P0), etapa temprana del desarrollo, es 
posible que la maquinaria biosintética de procesamiento mitocondrial no esté 
completamente desarrollada, por lo que podría acumularse la proteína 
precursora  junto con la proteína madura. 
4.2.5 Localización de GAB y KGA en astrocitos de rata 
Se llevó a cabo la inmunocitoquímica mediante microscopía electrónica y 
dobles marcajes inmunofluorescentes usando anticuerpos anti-GAB o anti-KGA, 
con el fin de identificar si hay una correlación entre la expresión de proteínas GA 
y los niveles de mensajero (reportados en el apartado anterior), en astrocitos 
marcados específicamente con anti-GFAP.  
 El doble marcaje inmunofluorescente (GAB-GFAP) se realizó en cortes 
coronales de cerebro de rata. En la Figura 18 se observa en la región hipocampal 
una abundante reactividad de GAB en núcleos de astrocitos (flechas blancas) y 
otros tipos celulares (flechas abiertas). También se pudo apreciar una reactividad 















Figura (18). Localización nuclear de GAB en astrocitos localizados en el hipocampo de 
rata. Inmunotinción  detectada en el núcleo de células astrocitarias y otros tipos celulares 
mediante doble marcaje fluorescente con anticuerpos específicos en el hipocampo de rata. Se 
observó una tinción menos intensa para GAB en el citoplasma de astroglía. A) Imagen 
panorámica en donde se observa en detalle mediante microscopía laser confocal, la localización 
de GAB en el núcleo de células astrocitarias (flechas blancas) y otros tipos celulares (flechas 
abiertas). B) Detalle de la marca nuclear en la fisura hipocampal. C) Astrocito perivascular 
(asteriscos) con reactividad nuclear para GAB, además, se observa reactividad positiva para 
células de origen endotelial (flecha roja). D) Imagen panorámica de la localización nuclear en 






4.2.5.1 Localización de KGA en astrocitos de cerebro rata 
Mediante inmunocitoquímica a microscopía electrónica de transmisión 
en cerebro de rata, comprobamos la presencia de KGA en astrocitos (Fig. 19 A-D) 
y la confirmamos en neuronas (Fig. 19 G-H). El estudio ultraestructual en 
hipocampo de rata permitió observar una localización mitocondrial de esta 
proteína en células astrocitarias. En neuronas, la marca de KGA  se concentró 
mayoritariamente también en mitocondrias. La abundancia del marcaje 
mitocondrial en astrocitos es mucho menor  que en neuronas, concentrándose 
sólo en algunas mitocondrias. (Fig. 19 G). La técnica permite apreciar  claramente 
el núcleo astrocitario (N) (Fig. 19 A) y un  citoplasma  poco electrodenso, en 
donde se puede observar la presencia de filamentos intermedios señalados con 


















Figura (19). KGA en astrocitos de cerebro de rata. Inmunohistoquímica para KGA en el 
hipocampo de ratón a microscopía electrónica de transmisión. El marcaje para KGA se detectó en 
mitocondrias (flechas) de células astrogliales (A-F). C es un imagen a mayores aumentos de las 
mitocondrias inmunorreactivas presentes en el citoplasma del astrocito mostrado en A y en B. E y 
F son imágenes de mayor aumento de las mitocondrias que aparecen inmunopositivas en el 
astrocito de la imagen D. Los astrocitos son claramente identificables por su citoplasma poco 
electrodenso y la presencia de filamentos intermedios (flechas). Los asteriscos indican 
mitocondrias inmunonegativas para KGA. En G, se muestra el citoplasma de una neurona con 
numerosas mitocondrias marcadas con anti-KGA. H es un detalle de las mitocondrias KGA-






4.2.5.2 Localización de KGA en astrocitos de cerebro humano 
Los anticuerpos anti-KGA empleados en esta memoria y desarrollados 
frente a la proteína KGA humana presentan reactividad cruzada con rata y ratón, 
tanto en inmunotransferencia Western como en ensayos inmunohistoquímicos. 
Sin embargo, con estos anticuerpos purificados no se detectó KGA en astrocitos 
de rata usando técnicas de revelado con DAB-Ni o inmunofluorescencia. 
Asumimos que el hecho de emplear anticuerpos frente a la proteína humana en 
tejido de rata, junto con la escasa abundancia de la proteína KGA en células 
gliales (comparado con la abundante expresión en neuronas), explicarían esta 
falta de inmunoreactividad. Por lo tanto, se procedió a la detección mediante 
dobles marcajes inmunofluorescentes en tejido humano postmortem, que 
permitieron apreciar una marca mitocondrial claramente particulada 
característica de esta tinción y abundante en somas y dendritas primarias  de las 
neuronas de la corteza temporal (flechas abiertas). Se puede apreciar 
localización KGA de aspecto granular en astrocitos de la corteza temporal 












Figura (20). KGA en astrocitos de cerebro humano empleando microscopía láser 
confocal. Doble marcaje inmunofluorescente para la enzima KGA (rojo) y el marcador de 
astrocitos GFAP (verde) en secciones de cerebro humano postmortem (corteza temporal). La 
inmunotinción para KGA se detecta en el citoplasma de astrocitos (flechas blancas) y de neuronas 
(flechas abiertas) con un aspecto punteado. La inmunotinción para GFAP pone de manifiesto los 
filamentos intermedios característicos del citoplasma de células astrogliales. Los asteriscos 











4.3 Expresión de isoenzimas GA en cuerpos celulares y terminales 
nerviosos perivasculares 
En cerebro se pudo observar una inmunoreactividad para GA en 
estructuras perivasculares, alrededor de perfiles transversales o longitudinales 
de algunos vasos sanguíneos (Fig. 21 B). La morfología de estos vasos marcados 
en su periferia parece indicar que preferentemente corresponden a arteriolas. 
Esta inmunorreactividad GAB perivascular selectiva se caracterizó por la fuerte 
intensidad del marcaje de los núcleos celulares y de la banda concéntrica que 
delimita los terminales nerviosos. De igual forma, se encontró 
inmunorreactividad KGA perivascular a lo largo de todo el cerebro (Fig. 21 A). En 
este caso, la intensidad del marcaje fue mucho mayor que el marcaje 
perivascular de GAB, siendo visible a pocos aumentos como parches densos. Este 
marcaje aparece en forma de abundantes estructuras punteadas y cuerpos 
celulares (Fig. 21 A). 
 En este trabajo se ha detectado un marcaje nuclear de GAB en astrocitos 
localizados en la periferia del vaso (Fig. 21). El análisis de los cortes de cerebro 
posterior a la tinción histoquímica para la detección de la actividad enzimática 
GA, reveló también una clara actividad perivascular en algunos vasos sanguíneos 
(Fig. 21 C) no asociados a células astrocitarias, probablemente de origen 
endotelial y neuronal. En trabajos previos realizados por nuestro grupo de 
investigación, se había demostrado que la mayoría de estructuras con 
reactividad positiva a nivel perivascular de GAB y KGA, no pertenecían a 
astrocitos (Olalla, 2002). Los marcajes realizados con anticuerpos GAB 
desarrollados en rata, pusieron de manifiesto, además de la tinción característica 
a nivel de núcleos celulares, una reactividad positiva probablemente de células 







Figura (21): Detalle de la presencia de proteína GA y actividad enzimática GA en 
estructuras perivasculares. A) Inmunohistoquímica con anticuerpos específicos para KGA en 
cerebelo de rata. Las flechas blancas muestran la reactividad punteada en la periferia del vaso  y 
somas celulares (flechas negras). B) Inmunohistoquímica con anticuerpos específicos para GAB en 
hipocampo. B1) Policlonal de conejo: se aprecia la imagen ampliada de un vaso reactivo. B2) 
Policlonal de rata: se observó una reactividad diferencial tanto a nivel nuclear y no nuclear en la 
periferia del vaso (flecha negra). C) Actividad GA perivascular (asteriscos) en corteza. E) 
Localización de la actividad GA perivascular con GFAP en corteza de rata. Barra de escala: A-B) 50 






4.4 Expresión nuclear de GAB en líneas tumorales humanas 
Como se ha indicado con anterioridad, la GA era tradicionalmente 
considerada como una enzima mitocondrial (Curthoys y Watford, 1995) si bien, 
nuestro grupo reportó la presencia de GAB en el núcleo de cerebro de mamíferos 
(Olalla et al., 2002). Con el fin de encontrar un modelo experimental que nos 
permitiera estudiar y caracterizar la función de GAB en el núcleo y los procesos 
moleculares que regulan el tráfico de esta proteína hacia este compartimento 
celular, decidimos estudiar la localización subnuclear de GAB en líneas de cáncer 
humano y, para ello, procedimos a la realización de inmunocitoquíma de células 
en cultivo y al fraccionamiento subcelular, seguido de inmunotransferencia 
Western. 
 4.4.1 Expresión nuclear de GAB en células de glioblastoma humano  
T98G y T98G-GAB 
Un modelo celular de glioblastoma humano, T98G, que sobreexpresa el 
gen GLS2  mostró un cambio global del transcriptoma hacia un fenotipo menos 
maligno y más diferenciado (Szeliga et al., 2008). Por lo tanto, asumimos que la 
cepa parental T98G y la línea celular T98G-GAB, que sobreexpresa GLS2, 
constituirán un modelo válido donde estudiar el importe y la localización nuclear 
de estas isoenzimas. 
 En los estudios de inmunofluorescencia se pudo apreciar una reactividad  
GLS2 positiva en ambos tipos celulares, siendo el marcaje más prominente en el 
núcleo de células que sobreexpresan GAB (T98G-GAB). Asimismo, se observó un 
fuerte marcaje citosólico asociado a un anillo perinuclear, de aspecto granular 
(Fig. 22 A). El aumento de GAB en núcleo de las células que sobreexpresan GLS2, 
fue confirmado mediante inmunotransferencia Western de fracciones nucleares 
(Fig. 22 B-C). Es importante resaltar que para poder obtener muestras 
comparables, se lanzaron cultivos con el mismo número de células por placa y se 

















Figura (22). Inmunocitoquímica e inmunotransferencia Western para T98G y T98G-
GAB. A) La sobreexpresión de GAB en gliomas malignos se induce claramente en citosol y en el 
núcleo de células T98G-GAB que sobreexpresan Gls2. Se observa la formación de un anillo 
perinuclear (flecha blanca) reactivo y una redistribución de la proteína en el núcleo (asterisco) y 
en el citosol. B) SDS-PAGE e inmunotransferencia Western para extractos nucleares de T98G y 
T98G-GAB, revelado frente a anti-GAB purificado y anti-TATA-binding protein (TBP), utilizado 
como control de carga de proteínas nucleares. C) Análisis densitométrico de  las bandas de GAB 













4.4.2 Localización nuclear de GAB en células de neuroblastoma SHSY-5Y  
La localización de GAB en el núcleo de células de glioblastoma T98G y en 
las células T98G-GAB que sobreexpresan GLS2, se detectó empleando 
inmunocitoquímica con anticuerpos frente a la isoenzima humana GAB. Para 
confirmar la localización nuclear de GAB, quisimos emplear una metodología 
ortogonal que no depende de los anticuerpos anti-GAB. Por lo tanto, realizamos 
construcciones con el marco abierto de lectura de GAB fusionado en su extremo 
N-terminal con el epítopo c-Myc. La inmunocitoquímica de células transfectadas 
con la construcción pCMV-Myc-N-GAB, demostró una clara sobreexpresión de la 

































Figura (23). Inmunocitoquímica en células SHSY5Y transfectadas con un vector de 
expresión MYC-GAB. 1A) GAB (verde); 1B) MYC (rojo); 1C) localización MYC-GAB; 1D) Imagen a 
campo claro y detalle de la localización en núcleo celular, 1E) Ampliación de la sobreexpresión de 
MYC-GAB en el citoplasma y núcleo celular, GAB (verde). MYC (rojo). Los niveles endógenos de 
GAB se observan en células no transfectadas (flecha blanca). El panel inferior (2) muestra la 
inmunotrasnferencia Western de las fracciones citosólicas y nucleares de células transfectadas 
con c-MYC-GAB (calle 2, 30 µg en ambas fracciones) y sus respectivos controles células no 
transfectadas (calles 1, 30 µg en ambas fracciones), ambos reveladas con anticuerpos anti-Myc. 
Barra de escala: 13.5 µm. 
Se observó una clara sobreexpresión en la fracción citosólica y la fracción 
nuclear (no tan intensa) de la proteína de fusión c-Myc-GAB con una masa 
molecular aproximada de 68 kDa. Las bandas inferiores se corresponden con la 
proteína c-Myc endógena a una masa molecular aproximada de 60 kDa. Las 
diferencias en la intensidad de las bandas de la fracción nuclear (menos intensas) 





abundancia relativa de estas proteínas, y están de acuerdo con los resultados de 
inmunocitoquímica. 
Se utilizaron también transfecciones transitorias (48 h) de esta línea 
celular con una construcción que contiene la secuencia codificante de la 
isoenzima GAB fusionada a la proteína verde fluorescente EGFP en su extremo C-
terminal (pEGFP-GAB) (materiales y métodos, apartado 3.3.4). La expresión de la 
proteína de fusión fluorescente se confirmó mediante su observación por 
excitación con luz UV, en un microscopio de fluorescencia (Fig. 24). Se usó como 
control de la transfección la construcción pEGFP-24, que contiene una secuencia 
no codificante (600 pb) de un tamaño similar a la construcción que contiene la 
secuencia codificante de la GAB humana (Fig. 24 A). Aunque la eficacia de la 
transfección no fue elevada,  se puede observar una marca nuclear de la proteína 
de fusión EGFP-GAB. 
 
Figura (24). Localización nuclear de las proteínas GAB ectópica expresadas en células 
de neuroblastoma SHSY-5Y.  Las células SHSY-5Y transfectadas con la construcción EGFP-GAB 
fueron visualizadas en un microscopio de fluorescencia (A, B y C). En el panel B, se detalla la 
marca nuclear de GAB en células transfectadas (flechas blancas) y la ausencia de fluorescencia en 
no transfectadas (flecha negra). La construcción de pEGFP-24 que expresa una proteína de fusión 
de tamaño similar a EGFP-GAB, fue empleado como control de la transfección (A). Barra de 
escala: 100 µm. 
En estudios previos con células de cáncer humano, demostramos que las 
proteínas codificadas por GLS2 podrían estar asociadas con diferenciación celular 
o con un estado de quiescencia, no proliferativo, mientras que aquéllas 





(Pérez-Gómez et al., 2005). Partiendo de estos resultados y de la confirmación de 
la localización nuclear de GAB en líneas de cáncer humano, quisimos determinar 
si el PMA (agente inductor de diferenciación celular) puede intervenir en el 
importe de la isoenzima GAB al núcleo celular.  
 4.5 Efecto de los ésteres de forbol (PMA) en la expresión nuclear de GAB 
en células SHSY-5Y y hepG2. 
 
 
  El éster de forbol PMA ocasiona parada de crecimiento, división celular y 
la aparición de neuritas en la línea celular de neuroblastoma humano SHSY-5Y, 
fomentando la diferenciación sobre la proliferación (Soderholm et al., 2000). El 
PMA también induce diferenciación en células HepG2 de carcinoma 
hepatocelular humano (Wen-Sheng, 2006). Dado el potencial papel de las 
isoenzimas Gls2 en la diferenciación celular, quisimos comprobar si el 
tratamiento de células tumorales con el agente de diferenciación PMA 
aumentaba la expresión de GAB en el núcleo de estas células. Para ello, se 
aislaron núcleos celulares tras la incubación de las células con PMA. 
   
Figura (25).  Inmunotransferencia Western para GAB de extractos nucleares de células 
SHSY-5Yincubadas 6h con PMA. A: las células tumorales se incubaron con 1 μM de PMA durante 
6h, tras lo cual se aislaron los respectivos extractos nucleares que se analizaron por SDS-PAGE e 
inmunotransferencia Western revelada con anti-GAB y con anti-TBP, empleada como marcador 
nuclear y control de carga. B: análisis densitométrico de las bandas de GAB obtenidas y 
normalizadas frente al control de carga TBP; dimetilsulfóxido (DMS), control incubado sólo con 






 Como se observa en la Figura 25, las células SHSY-5Y tratadas con PMA 
incrementan la cantidad de GAB en la fracción nuclear en relación con las células 
control (tratadas únicamente con el vehículo DMS). Se observó un incremento de 
casi 3 veces en la intensidad de la señal de la fracción nuclear (normalizada 
frente a la intensidad de la señal del control de carga TBP) de células tratadas 
con respecto a las células control.  
 La microscopía de fluorescencia  corroboró estos resultados en células 
HepG2, y añadió el dato de que GAB mitocondrial también incrementó en citosol 
con respecto a las células control, debido al tratamiento con el agente de 
diferenciación (Fig. 26). 
Figura (26). Inmunofluorescencia GAB en células HepG2 tratadas con PMA. Las células 
se trataron 24 horas después de la siembra y en fase de crecimiento exponencial. A (1-3) 
Policlonal de conejo anti-GAB en células control tratadas con DMS utilizado como disolvente para 
el PMA B (1-3) Policlonal de conejo anti-GAB en células incubadas con PMA, 2 horas, 24 horas 
después de la siembra. Barra de escala: (A1-B1) 30µm; (B2-3, A2-3) 30 µm (ampliada). 
Curiosamente, se observó una asociación de estructuras GAB 
inmunopositivas a nivel perinuclear en algunas células tratadas (B2), de aspecto 
granular, acompañado de un evidente cambio en la morfología celular (B2) 
(Wilson et al., 1997). Además, se observó una redistribución espacial de la 





4. 6 Localización subnuclear de GAB en células de cáncer humano 
 Para profundizar sobre la localización nuclear de GAB y poder asociar  su 
expresión a alguna función fisiológica específica, decidimos en una segunda 
instancia, estudiar la localización subnuclear de GAB en células tumorales. Para 
ello, seleccionamos anticuerpos que se unen a proteínas localizadas en 
diferentes orgánulos subnucleares (véase materiales y métodos, apartado 
3.4.17.2).  
 4.6.1. Isoenzima GAB y nuclear speckles 
 Los nuclear speckles son agrupaciones granulares de intercromatina, 
dominios nucleares enriquecidos con mRNA premaduro localizados en el 
nucleoplasma de las células de mamífero (Lamond y Spector, 2003). Son 
estructuras dinámicas y sus componentes pueden intercambiarse continuamente 





























 Figura (27). Doble marcaje inmunofluorescente con SC35 (phospho) antibody-Nuclear 
Speckle Marker y GAB en células HepG2. Se observó por microscopia laser confocal reactividad 
para ambos anticuerpos en el núcleo. GAB se encontró dispersa y formando agregados proteicos 
en el nucleoplasma celular. No se observó una clara colocalización de ambos antígenos en el 
núcleo. La apariencia granular del marcaje con anticuerpos GAB sugiere una localización en 
región nucleolar.  
 Se pensó que GAB podría asociarse a los nuclear speckle en células 
tumorales porque en estudios preliminares mediante inmunocitoquímica (Rubio-
Lopéz dela Oliva, 2012) habíamos observado una marca nuclear de GAB en 
agrupaciones discretas que semejaban las de los nuclear speckles.  
 Las imágenes al microscopio de fluorescencia se tomaron de forma 
secuencial empleando células de carcinoma hepatocelular humano HepG2. La 
apariencia de GAB en el núcleo de HepG2, sugiere que la proteína se concentra 
por lo menos en este tipo celular en concreto, en lo que podría ser una región 
nucleolar. La distribución en el nucleoplasma de GAB, a diferencia de su 
localización grumosa, no permite distinguir una colocalización con estas 







 4.6.2. Localización subnuclear de GAB en nucleolo 
 Otro de los orgánulos subnucleares que quisimos comprobar como 
posible localización de GAB en núcleo fue el nucléolo, para el que existen 
marcadores muy establecidos como la fibrilarina.  
 La fibrilarina, así denominada por su citolocalización en el componente 
fibrilar denso y en el centro fibrilar del nucleolo, también llamada rRNA 2'-O-
methyl transferase, es una enzima que en humanos es codificada por el gen FBL 
(ID: P22087), revisado en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot), y es un 
componente de pequeñas partículas de ribonucleoproteínas nucleares (snRNP) 
que se cree que participan en el primer paso de la biogénesis ribosomal. En el 
procesamiento del pre-(rRNA) ribosomal utiliza el dador de metilo S-adenosil-L-
metionina para catalizar la metilación del sitio específico 2-hidroxilo de la ribosa 
en el RNA pre-ribosomal. Se realizaron dobles marcajes utilizando anticuerpos 
específicos anti-GAB y Fibrilarina. 
 Figura (28). Doble marcaje inmunofluorescente con GAB (verde) y Fibrilarina (rojo) en 
células T98G. Se observó en este tipo celular que el marcaje  es más generalizado y uniforme en  
núcleo; de igual forma, no se observó un componente fibrilar denso claramente marcado. 
 Debido a que GAB se encuentra dispersa en el nucleoplasma, no podemos 
afirmar con certeza que el marcaje particulado no colocaliza con 38F3. Podemos 





perinuclear, probablemente mitocondrial (resultados no mostrados). Por lo que 
resulta evidente que la expresión de GAB no está confinada o limitada al 
nucléolo, como ocurre en el caso de fibrilarina. 
 
 Figura (29). Doble marcaje inmunofluorescente con GAB (verde) y Fibrilarin en células 
T98G-GAB. Se observó en este tipo celular que el marcaje con anti GAB es más generalizado y 
uniforme en citoplasma y núcleo, no se observó un componente fibrilar denso  del nucleolo 
claramente marcado con GAB como en las HepG2.  Las células transfectadas presentan un 
aumento en la intensidad de la fluorescencia con respecto a las T98G. 
Quisimos también resaltar que se observa una fuerte reactividad para 
GAB en el citoplasma de las células trasnfectadas, el marcaje granular y 
perinuclear es consistente en casi la mayoría de las células observadas. También 
se puede apreciar un cambio morfológico de la célula que podría ser 
consecuencia de la diferenciación inducida por la sobreexpreción de GAB. El 
patrón de expresión de 38F3, fue siempre constante en todas las células 
analizadas. Difícilmente podemos descartar la posibilidad de que ambos 
antígenos se localicen en el mismo espacio dentro del núcleo celular ya que GAB 







Figura (30). Doble marcaje inmunofluorescente con GAB (verde) y Fibrilarina (rojo) en 
células HepG2. Se observó un patrón de distribución uniforme en todo el nucleoplasma celular, 
muy diferente al observado en T98G-GAB. 
 A diferencia de las células T98G y T98G-GAB, la inmunoreactividad de 
GAB en células HepG2 es más uniforme. No se observan estructuras densas 
granulares asociadas a la región perinuclear. Se observan puntos amarillos como 
resultado de la colocalización de ambas marcas (flechas). El patrón de expresión 
claramente indica que GAB se expande a lo largo del compartimento nuclear. 
4.6.3 Localización subnuclear de GAB en nucleoplasma  
Partiendo de estos resultados previos y de la imposibilidad de asociar a 
regiones concretas del núcleo a la isoenzima GAB, procedimos a realizar dobles 
marcajes con anticuerpos anti-GAB desarrollado en rata (diferente al utilizado en 
los estudios anteriores) y un anticuerpo con un patrón similar de expresión como 
anti JMJD5. Esto últimos, reconocen a una enzima implicada en procesos de 









Figura (31). Inmunocitoquímica fluorescente en HepG2. Detalle del marcaje perinuclear 
de GAB (verde) y nuclear de JMJD5 (rojo). Se observa una distribución uniforme y una clara 
localización de ambas proteínas en el núcleoplasma celular. En la parte superior se puede 
apreciar el marcaje nuclear carente de estructuras perinucleares. No obstante observamos que la 
mayoría de las células presentan reactividad perinuclear probablemente mitocondrial (flechas 
rojas). Las flechas blancas señalan áreas en donde parece estar condensada la marca de GAB 
dentro del núcleo (B1-2). 
Las imágenes claramente nos permiten apreciar la distribución espacial 
de ambos antígenos a lo largo del nucleoplasma de células HepG2. También,  se 
puede apreciar una localización mitocondrial para GAB a nivel perinuclear que 
fue mucho más intensa que el marcaje nuclear. Aunque la mayor parte de la 
marca granular de ambos antígenos colocaliza en el núcleo, se puede apreciar 
zonas inmunorreactivas para GAB que no parecen colocalizar con el marcador 







 4.7 Búsqueda, identificación y validación de proteínas nucleares que 
interaccionan con GIP mediante métodos proteómicos 
 Antes de realizar el rastreo de proteínas nucleares  que interaccionan con 
GIP, pusimos a punto los anticuerpos policlonales específicos para la proteína 
recombinante GIP humana, con los que realizamos estudios previos de 
localización nuclear de esta proteína PDZ. 
4.7.1 Validación de anticuerpos purificados (anti-GIP) 
 
Una vez obtenidos y purificados los anticuerpos, se procedió a evaluar su 
especificidad mediante inmunotransferencias Western empleando proteína 








 Figura (32). Análisis de la especificidad de los anticuerpos policlonales de conejo anti-
GIP: policlonal de conejo anti-GIP 1:250. Calle 1, magicmark, calle 2, GIP recombinante (20 ng); 
calle 3, extracto total de cerebro de rata (40 µg); calle 4, extracto nuclear de cerebro de rata (20 
µg). El anticuerpo se incubó frente a su respectivo antígeno dando lugar a la ausencia de las 
bandas. 
 La especificidad quedó patente  al desaparecer la señal inmunoreactiva 
de GIP tras preadsorber el antígeno frente al anticuerpo (Fig. 32). En cambio, una 
clara señal fue observada  a la masa molecular esperada (˷16 kDa) utilizando GIP 
humana recombinante o extracto total de cerebro de rata. De igual forma, La 
preadsorción de estos anticuerpos y su posterior incubación en secciones de 







  4.7.2 Localización de la proteína GIP en cerebro de rata  
 Como trabajo complementario a los experimentos para aislar proteínas 
nucleares que interactúan con GIP y con el objetivo de comprobar una 
localización nuclear de esta proteína, realizamos inmunohistoquímica en cerebro 
de rata con anticuerpos isoenzima específicos anti-GIP. La proteína se localizó a 
lo largo de toda la extensión rostrocaudal del cerebro de rata. La inmunotinción 
se observó tanto en neuronas como en células gliales de aspecto astrocitario en 
todas las áreas analizadas (Fig. 33). Con estos nuevos anticuerpos se pudo 
además distinguir una reactividad nuclear en todas las regiones cerebrales (Fig. 
33 E, C y F). 
 A nivel de la corteza cerebral de rata, esta proteína PDZ fue expresada 
fundamentalmente por astrocitos localizados en todas las capas corticales y 
neuronas (Fig. 33 A). La inmunotinción en neuronas se concentró en el 
citoplasma, que probablemente reflejaba una localización mitocondrial y no 
mitocondrial, previamente descrita  (Olalla et al., 2008). A nivel del hipocampo, 
se observaron numerosos astrocitos inmunorreactivos en todas las regiones que 
constituyen el asta de Ammon y el giro dentado (Fig. 33 B-C). En el estriado 
también se detectaron numerosos núcleos inmunomarcados (Fig. 33 E-F) 
distribuidos por toda la extensión rostrocaudal del núcleo caudado-putamen y 
células astrocitarias reactivas alrededor del vaso (Fig. 33 F). En el cerebelo, se 
observó una fuerte tinción en la capa molecular, donde se localizan las dendritas 
de las células de Purkinje, y las células de Purkinje propiamente, aparecen 
fuertemente teñidas (Fig. 33 D), además se observó inmunoreactividad en la 
capa granular y molecular. Se ha descrito previamente la localización de ésta 
proteína en astrocitos y neuronas de cerebro de rata, con una distribución 








 Figura (33). Localización regional de GIP en cerebro de rata. A) Reactividad positiva 
para lo que parecen ser células gliales corticales (flecha negra) y neuronas.  Detalle de la 
apariencia granular neuronal probablemente mitocondrial (imagen recuadrada). B) Imagen 
ampliada de la marca nuclear del giro dentado. C) Intenso marcaje en cerebelo de rata, detalle de 
la presencia de GIP en células de Purkinje (imagen recuadrada). D) Reactividad en el hipocampo. 
CA2 flecha (imagen recuadrada). E) Astrocitos estriatales inmunorreactivos y detalle de algunos 
vasos con aferencias gliales. Se observan núcleos periféricos de otros tipos celulares (flechas 
negras). F) Marcaje nuclear en células estriatales. CA2, capa piramidal del hipocampo; M, capa 
molecular; P, células de Purkinje; h, hilus; GD, giro dentado; G granular del GD; lm, subcampo 







 4.7.3  Localización perivascular de GIP en cerebro de rata 
 Aunque nuestro objetivo principal es demostrar la existencia de una 
localización nuclear y el aislamiento de proteínas que se asocian a GIP en éste 
orgánulo, centramos también la atención en el hecho de que ambas proteínas 
GAB y GIP, colocalizan en pies perivasculares astrocitarios y, en la abundante 
expresión de GIP en  estas estructuras, ya que hay claras evidencias de que una 
actividad glutamatergica puede contribuir en gran medida a un control 
vasomotor selectivo (Rancillac et al., 2006) en donde la interacción GIP-GAB 
podría ser un condicionamiento clave en dicho proceso. 
 En la  Figura 34 se recogen los ensayos inmunohistoquimicos en cortes 
coronales de cerebro de rata adulta. Se distinguió un fuerte marcaje perivascular 
muy heterogéneo en lo que parecen ser núcleos de células próximas al vaso (Fig. 
34 I). Se pueden apreciar estructuras celulares perivasculares (Fig. 34 G) así como 
parches inmunopositivos en la periferia del vaso (Fig. 34 H y K). 
 Figura (34). Inmunorreactividad perivascular para GIP en cerebro de rata. La 
reactividad positiva fue clara en todas las áreas del cerebro analizadas: corteza, hipocampo, 
cerebelo y estriado. Se puede observar una intensa inmunotinción a nivel de la periferia del vaso 
que podría pertenecer a células de origen astrocitario (G, H y L) y de otros tipos celulares.  
También, se puede observar una tinción densa (K), así como núcleos inmunopositvos próximos al 
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 4.8 Aislamiento y caracterización de proteínas nucleares que 
interactúan con GIP  
La amplia distribución celular y subcelular de GIP (características propias 
de proteínas multifuncionales PDZ), la postulan como un elemento importante 
en una gran variedad de procesos que podrían condicionar la funcionalidad de 
GAB (proteína que interacciona con GIP) y de otras proteínas en procesos 
relevantes; quizás, el mecanismo de importe nuclear de isoformas Gls2 sea una 
consecuencia de la interacción física ya demostrada (Olalla et al., 2008). Una vez 
comprobada la existencia de la proteína en el núcleo celular de cerebro de rata 
tras la puesta a punto de métodos de inmunodetección, procedimos al 
aislamiento de proteínas nucleares de cerebro de rata que interactúan con GIP 
mediante una metodología proteómica que implica la cromatografía de afinidad 
y la espectrometría de masas (MS). La metodología utilizada para el desarrollo de 
















 4.8.1 Aislamiento de proteínas nucleares que interaccionan con GIP 
mediante cromatografía de afinidad 
 
 Una vez obtenida la fracción nuclear y para asegurarnos que los núcleos 
purificados estaban libres de contaminación mitocondrial, realizamos un análisis 
mediante inmunotransferencia Western de las proteínas de la fracción nuclear, 
utilizando anticuerpos específicos para proteínas mitocondriales, en concreto, 
dirigidos  frente a la subunidad IV de la citocromo-c oxidasa (COX IV). Como se 
observa en el panel A de la Figura 35, el anticuerpo reconoció una banda de 15 
kDa en un extracto mitocondrial de cerebro de rata (calle 2) utilizado como 





 Figura (35). Inmunotransferencia Western del extracto nuclear aislado de cerebro de 
rata. Las proteínas fueron detectadas con tres tipos de anticuerpos primarios diferentes: Panel A, 
anticuerpo anti-COX IV (marcador mitocondrial); panel B, anticuerpo anti-TBP (marcador nuclear) 
y; panel C, anticuerpo anti-GAB (especifico de GAB). La misma membrana se fue incubando 
secuencialmente con los tres anticuerpos primarios diferentes. Calle 1, proteína humana GAB 
recombinante pura; calle 2, extracto mitocondrial de cerebro de rata y; calle 3, extracto nuclear 
de cerebro de rata. La carga proteica total osciló entre 16 y 20 µg y la membrana se reveló por 
quimioluminiscencia, como se describe en metodología experimental. Las flechas en los 
márgenes indican la masa molecular esperada para las proteínas GAB, proteína control de carga 
para núcleos y el control de carga mitocondrial empleadas. 
 Pese a las precauciones tomadas en el procesamiento de las muestras 
para evitar contaminación por orgánulos celulares diferentes a núcleos, una débil 
señal, que apareció como un doblete, se detectó en nuestra muestra de núcleos 
(panel A, calle 3), lo que supone una leve contaminación por mitocondrias, que 
en nuestro caso podría ser irrelevante comparado con la cantidad de proteínas 
núcleares presentes en la muestra. En el panel B, se muestra el revelado de la 
misma membrana con un anticuerpo control específico para núcleos (TBP). En la 




















Perfil de elución GIP-Sefarosa 
marcadora TBP (calle 3), que no aparece en la  fracción mitocondrial (calle 2). Por 
último, el panel C demostró la presencia de GAB en la fracción nuclear (calle 3) y, 
con menos intensidad, en la fracción mitocondrial (calle 2), como se demuestra 
al compararlas con la banda de 66 kDa de proteína GAB pura (calle 1). 
 La columna GIP-Sefarosa fue lavada con una fuerza iónica alta (NaCl 
0,35 M) propiciando la separación de proteínas que pudieran estar retenidas de 
forma inespecífica. Las proteínas asociadas con GIP se eluyeron en fracciones de 
1 ml con NaCl 1 M. La Figura 36 muestra el perfil de elución de estas proteínas, 






Figura (36). Elución de proteínas que interaccionan con GIP en la cromatografía de 
afinidad. La representación gráfica del perfil de elución con cloruro sódico 1 M permite destacar 
3 incrementos o picos de los valores de absorbancia a 280 nm. En el eje de ordenadas se 
muestran los valores de A 280 de las fracciones individuales.  
 Las fracciones eluidas de la columna GIP-Sefarosa con cloruro sódico 1 M 
fueron desaladas y concentradas por separado (hasta un volumen final de 20 µl) 
para ser analizadas por electroforesis SDS-PAGE, seguido de la detección de 
proteínas con tinción de plata compatible con EM. Las bandas de las proteínas 
detectadas (Fig. 37), fueron recortadas y analizadas por nHPLC y espectrometría 







 Figura (37). Análisis por electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE y tinción de plata de 
las fracciones colectadas en la cromatografía de afinidad GIP-Sefarosa. LMW, marcador de 
masa molecular; FTGIP, eluato de la columna GIP-sefarosa (fracción no retenida) y LAVGIP, 
lavados (0.35 M de NaCl). Las flechas indican las bandas recortadas y analizadas por ESI-EM. 
Después de la detección de las proteínas con nitrato de plata, las bandas 
que se vieron claramente en las diferentes fracciones se recortaron y se enviaron 
al servicio de Proteómica de la Universidad de Málaga para el estudio por 
espectrometría de masas, lo que nos permitió identificar los diferentes péptidos 
que han interactuado con alta afinidad con nuestra proteína. De las calles E 1-3, 
se recortaron las bandas de mayor intensidad con una masa aproximada de 66, 
50, 35, 30, 18 kDa. La intensidad de las bandas se asocia directamente con la 
cantidad de proteína, lo que nos indica que estas fracciones están bastante 
enriquecidas. Estas bandas se han analizado por separado. También recortamos 
de estas mismas calles las bandas con una masa molecular aproximada de 60 
kDa. En las calles E4-9 se cortaran las bandas a una masa aproximada de 66,60 y 
18 kDa. En las calles E 10-11,  se recortaron las bandas de 66 kDa y en las calles 
12 y 13, se recortaron las bandas de una masa aproximada a 100, 120, 66, 50,35, 








 4.8.2 Identificación de proteínas que interactúan con GIP mediante 
espectrometría de masas 
 La Tabla I recoge todas las proteínas putativas que interactúan con GIP, 
analizadas e identificadas mediante un equipo de nano-HPLC acoplado a un 
espectrómetro de masas de trampa de iones ESI. Las diferentes proteínas se 
indican por su número de acceso en la base de datos del GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), su nombre (usaremos generalmente el inglés 
para evitar confusiones e identificar sin ambigüedad la proteína), la puntuación 
obtenida en la búsqueda realizada en la base de datos Mascot, el número de 
bandas proteicas diferentes del gel SDS-PAGE donde ha sido identificada y 
algunas propiedades estructurales como la masa molecular y el punto 
isoeléctrico. 
 Recalcar que todas las proteínas aquí incluidas, fueron detectadas en al 
menos dos de los tres análisis independientes efectuados, descartándose 
aquellas proteínas que sólo aparecieron en un análisis. 
 Tabla I: Análisis e identificación de proteínas frente a la base de datos 
MASCOT 
(ID: código de identificación de la proteína; MM: masa molecular; pI: punto isoeléctrico; 
F: frecuencia). 




MBP_RAT  Myelin basic protein S 21,4 11,2 228 9 3   
ROA2_RAT  A2/B1 37,5 8,9 108 5 1   
AAF07822 Protein piccolo 531 6,32 88 20 18   
 S13520    Coat protein beta chain B-COP 108,1 5,78 85 14 1   
APC_RAT    Adenomatous polyposis coli protein 312,6 7 84 12 3   
AAC36493  Breast cancer type 1 susceptibility protein 
homolog 
203 5,56 79 8 4   
PLCB4 1-phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate 
phosphodiesterase beta-4 





H2B1_RAT Histone H2B type 1 13,9 10,3 77 4 1   
A43359   microtubule-associated protein MAP1A 308 14 76 14 2   
AX951860 CAF05437 296,4 1 69 11 2   
O70511_RAT 270 kDa ankyrin G isoform 285,7 7,9 68 9 2   
AAC36493   BRCA1_RAT  203 5,6 68 15 6   
AAA91895   Elongation factor 1-alpha 1 50 5,5 67 5 1   
VINC_RAT Vinculin 117 5,8 66 9 1   
BAA32459 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type 
receptor 3 
364 5,5 66 7 1   
DYHC2_RAT Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 435 6 65 13 1   
Q5XI63 Kinesin-likeprotein KIFC1 76,732 9,3 64 23 2   
Q6IG00_RAT  Type II keratin Kb4 57,6 7,5 64 5 3   
Q7TN00 Ttn  N2BA isoform                                    375,7 5,64 63 11 4   
AAA74950 Myosin-9 227,5 5,6 63 11 1   
 Q9WU10_RAT Protocadherin. 505 4,9 62 10 2   
DYH7 Dynein heavy chain 7 467,9 6,7 62 20 2   
UBR4_RAT  UBR4 580,6 5,7 61 14 3   
JC5837 364K Golgi complex-associated protein  364 4,5 60 12 1   
Q8CJ14_RAT NESTIN 209,5 4,3 59 20 1   
BAB61904   Cadherin-23 365,8 5,5 59 7 6   
CO5A1_RAT   Collagen alpha-1(V) CHAIN 184,5 4,8 59 7 1   
S46217 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 184 14 59 7 1   
AAR16316 Cortactin binding protein 2 181 5 58 8 2   
LIPA3_RAT Liprin-alpha 3 133,9 5,8 58 9 1   
Bsn Protein bassoon 420,18 5,5 57 12 5   
Q63123 Collagen alpha 1 135 6,4 57 9 1   
UBP54 Inactive ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 54 
178,7 1,78 56 7 1   
HNRPM_RAT     Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M ( 
Hnrnpm) 
74 8,9 56 20 3   
Q80ZF0_RAT    Collagen type XXVII proalpha 1 chain 188,6   56 9 4   
SCNBA_RAT Sodium channel protein type 11 subunit 
alpha 
204 8,5 56 5 1   
PDZD2 PDZ domain-containing protein 2  250 14 55 10 3   





APOB Apolipoprotein B-100 537,7 5,5 55 21 2   
Q71LX6_RAT L-NAME induced actin cytoskeletal protein 375,8 5,7 55 13 1   
Q6S395 Plectin 11 519 5,6 55 12 1   
PLEC1_RAT Plectin 1 535,18 5,7 54 22 2   
Q7TPK2_RAT   Ac2-120 238 5,41 53 8 1   
CORA1_RAT Collagen alpha-1(XXVII) 188,6   53 7 4   
DYH1_RAT   Dynein heavy chain 1, axonemal 519,1 5,6 53 16 1   
CAA37637, Tgoln2 Trans-Golgi network integral membrane 
protein 
382,82 8,25 53 18 1   
AAD09246 Vigilin  120 9 53 9 2   
S28259 androgen-regulated epididymal protein 
precursor 
91,8 14 53 12 1   
Q6TXE7 GRTP1 278,2 8,2 52 9 2   
CO1A1_RAT Collagen alpha-1(I) chain 138,9   52 9 1   
Q6WRH9_RAT Immunoglobulin superfamily member 10 286   52 9 2   
Q6S3A0 Plectin 6 535,4 7,7 52 15 1   
DYH12 Dnah12 359,9 5 51 16 1   
GON4L_RAT   GON-4-like protein 249,9 4,82 51 8 1   
BAT2_RAT Large proline-rich protein BAT2 229,4 9,4 51 5 2   
S06006 myosin beta heavy chain, 223,7 14 51 7 1   
Q6MG48_RAT HLA-B associated transcript 2, BAT 2  229  9.47 50 11 1   
Q63269 ITPR3 307 6 50 13 1   
Q6S3A5 Plectin 1  520 5,6 50 9 1   
Q66HB5_RAT Radial spoke head 10 homolog B 102,2 6,58 50 7 1   
IRS1_RAT   Insulin receptor substrate 1 132,3 9 50 6 1   
S06005 myosinalpha heavy chain 224,1 3,4 50 8     
PKHA4_RAT Pleckstrin homology domain-containing 
family A member 4 
86 10,2 50 10 2   
SPKAP_RAT  A-kinase anchor protein SPHKAP 184,45 4,9 49 24 1   
CO2A1_RAT      COA2A1 135 6,1 48 8 3   
Q6XD99 Non-erythroid spectrin beta 246,4 5,5 48 6 1   
Q66H34_RAT UPF0501 protein KIAA1430 homolog 61 14 48 4 1   
P02466 (CO1A2_RAT) Collagen alpha-2(I) chain 91.7 10,02 47 8     
ECH1_RAT   Delta (3,5)-Delta (2,4)-dienoyl-CoA 
isomerase, mitochondrial 





 La puntuación total asignada por el programa Mascot a cada proteína se 
obtiene como suma de las puntuaciones asignadas a los iones identificados como 
pertenecientes a esa proteína en concreto. Las puntuaciones de los iones se 
calculan como: Puntuación = -10 x log P, donde P es la probabilidad de que la 
asignación haya ocurrido al azar. Si la puntuación es una probabilidad real, 
entonces asignar un umbral de significatividad es simple: se trata de definirla 
como una función del número de comparaciones, esto es, el número de veces 
que comprobamos si existe similitud entre un péptido dado y la base de datos. 
Supongamos que nos resulta satisfactoria una probabilidad de 1 entre 20 (1/20) 
de obtener un falso positivo, y que estamos haciendo una búsqueda en una base 
de datos de espectros de masa que contiene 5000 péptidos que pueden 
compararse con nuestro péptido en cuestión. Entonces, la probabilidad de 
obtener ese falso positivo sería menor de 1 / (20 x 5000), o sea de 1x10-5, lo que 
origina una puntuación en Mascot de 50 que representa el umbral de 
incertidumbre o nivel mínimo de significatividad.  
TR150_RAT Thyroid hormone receptor-associated protein 3  108 10,16 46 11 2   
MYH9_RAT MYOSIN 9 227,5 5,9 46 12 1   
CCD93_RAT   Coiled-coil domain-containing protein 9 72,8 7,26 46 5 1   
Q9JKU3 Selective LIM binding factor 199,2 6 46 8 1   
Histone H1.2 21,8 11,8 5,98  45  4  2   
Q8VHZ8_RAT Down syndrome cell adhesion molecule 
DSCAM 
 222 7,9 45 7 1   
THOC5 THO complexsubunit 5 homolog 79,3 6 44 15 1   
NEB1_RAT Neurabin-1 122,9 5,8 44 6 1   
DYHC1 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 534,7 6,7 44 22 1   
H1T Histone H1t 21,7 5,98 44 7 1   
FAT3_RAT    FAT3 505,1 4,7 43 11 1   
E41L5_RAT Band 4.1-like protein 82 6,2 43 3 1   
T31671 Madd 177.39 119,1 42 6 1   
Q9QX70 Epidermal growth factor receptor 138,2 6.6 41 7 1   
T41751 l-afadin 208,47 14 40 7 1   





 Para los resultados presentados en esta memoria, donde hemos utilizado 
la base de datos de espectros de masa MS/MS de rata, la puntuación del nivel 
mínimo de significatividad es 33 y aparece señalada en verde en la gráfica de la 
Figura 38. De esta forma, sólo aquellas asignaciones de proteínas con 
puntuaciones mayores a 33 indican una identidad o extensiva homología 
(p<0.05). Sin embargo, en la práctica se ha demostrado que este umbral de 
identidad es generalmente muy conservador, tras analizar la tasa de falsos 
positivos obtenida en búsquedas con bases de datos grandes. Por ello, también 
se consiguen positivos válidos con puntuaciones inferiores a este umbral de 
incertidumbre; en consecuencia, también se muestran algunos de estos 
potenciales positivos que interactúan con GIP con menor puntuación en la Tabla 






 Figura (38).Ejemplo de informe suministrado por el motor de búsqueda Mascot tras 
comparar las razones m/z de los péptidos trípticos analizados con los patrones de péptidos 
trípticos de la base de datos. En ordenadas se representa el número de hits o número de 
péptidos apareados para una proteína dada y en abscisas la puntuación probabilística total 











Para conseguir una presentación y discusión de los resultados más clara, 
hemos agrupado los positivos detectados que interaccionan con GIP en 4 
grandes grupos, de acuerdo con sus funciones conocidas (Tabla II). Cuando una 
proteína tiene dos o más funciones bien caracterizadas, se ha tenido en cuenta 
en la Tabla II y por ello aparece en más de un grupo. 
 
4.8.3 String 9.0: búsqueda de interacciones proteína- proteína  
 El uso de servidores que permiten filtrar información útil, fiable y detallada de 
redes de asociación proteína-proteína se ha puesto en práctica en la actualidad. El  
servidor de String 9.0 “Functional protein association networks”, predice una interacción 
funcional entre las proteínas Tax 1BP3, también conocida como GIP, con proteínas 
RTKN, GLS2, RHOA4, P2RX5 y Cuta, confirmadas recientemente. Con el fin de reforzar la 
criba realizada en función de la información suministrada por el motor de búsqueda 
MASCOT referente a posibles proteínas interactoras de GIP, realizamos análisis 
independientes para cada una de las proteínas que, en función de su puntuación y  
cobertura de secuencia, se seleccionaron para realizar las posteriores validaciones. Las 
gráficas de nodos exhiben conexiones con proteínas que se han recogido en la Tabla I y 
 TABLA II. Resumen de potenciales proteínas nucleares de cerebro de rata que 






keratin CK-1, Keratina CK-5, Keratina CK-14, β-
Spectrin, Plectin 11, Nestin,    APC, β-COP. 
GRUPO II REGULACIÓN 
TRANSCRIPCIONAL: 
Histone H1.2, Nucleolin, CASK, BAT-2, Zinc finger 
protein 219, hexokinasa 2, MAGED2, ELP1, NAC-1, 
Hnrnpa2b, BRCA-1, Histone A2/B, Selective LIM 
binding factor,  APC, THO complex subunit 5 
Homolog y MADD 
GRUPO III CASCADAS/RUTAS DE 
SEÑALIZACIÓN: 
Cadherin-2, APC, PLCB4, BAT2 y ITPR3 
GRUPO IV FORMACIÓN Y TRÁFICO DE 
VESÍCULAS DE 
TRANSPORTE: 
PICCOLO, RABPHILIN-11, Synaptotagmin-17, β-





aporta información importante para establecer aspectos adicionales que ayuden a 










Figura (39). Mapa de interacciones proteicas de GIP (bola roja) construido en STRING 
9.0. Las interacciones incluyen asociaciones directas (física) e indirectas (funcional). El programa 
deriva información suministrada por contexto genómico, experimentos de transcripción in vitro  
e información recogida en las bases de datos (Pub Med). La puntuación (score) indica el grado de 







 4.9 Validación de proteínas que interaccionan con GIP por SELDI-TOF-MS 
Los anticuerpos purificados frente a la proteína GIP humana se acoplaron 
a proteína G unida covalentemente a la superficie de un microchip de proteína 
(Bio-Rad) y se incubaron con 3 µg de extracto nuclear proteico de cerebro de 
rata por microgramo de anticuerpo. En los análisis SELDI se detectaron picos con 
una masa molecular aproximada a la proteína GIP nativa de rata sólo en ensayos 
con algunos anticuerpos frente a proteínas interactoras concretas. Realizamos 
una modificación en el protocolo empleado para las inmunocapturas que 
consistió en la adición de 500 fentomoles de la proteína GIP recombinante 
humana, empleado así como un estándar interno.   
Como control negativo, incluimos IgGs irrelevantes de ratón y conejo, 
animales en los que se desarrollaron los anticuerpos que utilizamos en este 
procedimiento.  
Las muestras de proteínas se cubren con una matriz que co-cristaliza con 
la muestra en la superficie del array y absorbe la mayor parte de la energía, las 
proteínas/péptidos se ionizan y aceleran hacia el detector a través de un tubo de 
vuelo (TOF, time of flight, por sus siglas en inglés). Las proteínas se separan 
según las diferencias en su relación masa/carga y se genera el perfil proteómico 
de picos. En comparación con los demás métodos existentes, SELDI es rápido, 
reproducible y posee una alta sensibilidad (límite de detección en el intervalo de 
fentomolar).  
A continuación, se observan los espectros de masas obtenidos mediante 
SELDI-TOF, como resultado de la representación de la intensidad frente a la 








Figura (40). Espectros (m/z) generados para el control positivo generado mediante el 
acoplamiento de anticuerpos anti-GST-GIP a los chips de proteínas funcionalizados con proteína G. Los 
chips fueron entonces incubados con una pequeña cantidad de extracto nuclear de cerebro de rata (ENCR) y 
con 500 femtomoles de proteína GIP humana recombinante (hGIPr).  A) Visión espectral m/z generada para 
anticuerpo anti-GIP (imagen superior) y su respectivo control negativo (imagen inferior). En la parte derecha 
se muestra una visión en gel de la normalización de los datos espectrales frente al respectivo control 
negativo. B) Ampliación del espectro anti-GST-GIP. El pico de la proteína humana recombinante GIP fue 
detectado a un rango aproximado de 15300 Da (rombo rojo). También se observan perfiles de otras 
proteínas de  bajo peso molecular. 
 Los picos de proteínas de alta y baja masa molecular se alinearon frente a 
su control negativo para descartar el ruido de fondo de cada uno de los 
anticuerpos utilizados en este experimento. Los picos que se corresponden con 
el rango de las masas moleculares de la proteína nativa y humana recombinante 





 En todos los casos, el panel (A) representa la visualización en formato de 
gel (derecha) y espectral (Izquierda) de las proteínas detectadas y sus respectivos 
controles con IgG no relevante (imagen inferior). El Panel (B) representa los picos 













 Figura (41). Análisis por espectrometría de masas del complejo de proteínas formado 
por bassoon. Se detectaron varios picos de proteínas entre 9000 y 16000 Da. ENCR, extracto 
nuclear de cerebro de rata; hGIPr, proteína recombinante GIP humana. Los picos señalados 






 Estos picos son prominentes como en el caso del espectro generado por 
anti-GIP + (ENCR+GIP), en donde se observó un pico que coincide con la masa 
molecular teórica de la GIP recombinante humana. En todos los análisis se 
observaron perfiles correspondientes a proteínas de bajo peso molecular. En 
ningún caso, estos análisis permiten la identificación de las proteínas observadas 
en los espectros. 
 
Figura (42). Espectro m/z de proteínas que se asocian a APC. A) Visualización en gel de 
las proteínas ionizadas con una relación m/z que oscila entre 13000 y 15000 Da. B) La muestra no 
contiene la proteína recombinante humana por lo que el pico correspondiente a 15300 Da no se 
marca. B) Ilustración espectral de proteínas de bajo peso molecular del complejo proteico 
formado por APC. Los datos obtenidos de este experimento, muestran abundantes proteínas 

















Figura (43). Ilustración espectral de proteínas de baja masa molecular del complejo 
proteico formado por BRCA1.La muestra omite la proteína hGIPr. Se observa un pico de menor 
intensidad cercano a 12000 Da y dos de mayor intensidad entre 8000 y 9000 Da.  
Pese a que la mayoría de los anticuerpos reconocen proteínas de una 
masa superior a 200 kDa, el análisis SELDI-TOF se realizó con un protocolo 





















Figura (44). Ilustración espectral de proteínas de alta masa molecular del complejo 
proteico formado por BRCA1. A) Visión en gel: la muestra omite la proteína hGIPr. B) Se resaltan 
picos  prominentes a una relación m/z de 66,642, 52,334 y 71,623, además se denota un pico que 
se corresponde con una de las bandas de contaminación por IgG a 145,000 Da  
La unión de los anticuerpos a la proteína G no es covalente y es usual que 
después de ser analizados mediante tecnología SELDI-TOF, puedan aparecer 
picos en los espectros correspondientes a la IgG intacta (MH+ ~148 kD, M2H+ 
~75 kD) o a sus fragmentos (~75 kD, ~48 kD, ~22 kD), especialmente cuando se 
usan altas energías de ionización. Estos picos pueden interferir con la detección o 







Figura (45). Espectro de proteínas de baja masa molecular del complejo proteico 
formado por β-COP. A) visión en gel: se observan una diversidad de perfiles proteicos que oscilan 
entre 10000 y 16000 Da. B) Se señala con un rombo rojo el pico que se corresponde con la 












Figura (46). Espectro de proteínas de baja masa molecular del complejo proteico 
formado por Histona H1. A) Visión en gel: se observan una diversidad de perfiles proteicos que 
oscilan entre 10000 y 14000 Da. B) Visión espectral: el rombo rojo resalta el pico que se acerca a 
la masa molecular de la proteína nativa. En este experimento no se incluyó la proteína  hGIPr. 
 Los experimentos presentados en este apartado se repitieron con un 
protocolo modificado para la digestión con tripsina de las proteínas capturadas 
sobre el  depósito,  con el fin de identificar las proteínas que hacen parte de los 
diferentes complejos mediante nano-HPLC-espectrómetro de masas de trampa 






 4.10 Validación del interactor Bassoon por imunoprecipitación con 
anticuerpos e inmunotransferencia Western  
 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en SELDI TOF, decidimos 
reconfirmar estas interacciones con experimentos de co-inmunoprecipitación. 
Este ensayo es el más utilizado para confirmar y detectar interacciones proteína-
proteína.  La inmunoprecipitación (IP) con anticuerpo anti-Bassoon permitió 
precipitar su antígeno correspondiente a partir de una mezcla enriquecida con 
proteínas solubles de núcleos de cerebro de rata y además, como indicativo de 
una interacción física, la proteína GIP fue visualizada mediante WB de las 
fracciones eluidas, incubando los proteínas transferidas a una membrana de 
nitrocelulosa con un  anticuerpo anti-GIP específico.  
 
 Figura (47). SDS-PAGE e inmunotransferencia Western de las  fracciones eluidas con 
policlonal de conejo anti-GIP.  Calle 1, extracto nuclear; calle 2, flowthrough; calle 3, Co-IP con 


















  5.1 Expresión de GA en cerebro de mamíferos. 
  5.1.1 Expresión de GA en neuronas  
  
 Como se ha expuesto a lo largo de esta memoria, la GA se considera la 
principal enzima de síntesis del neurotransmisor excitador Glu en el cerebro de 
mamíferos, dado que dicho transmisor es sintetizado principalmente a partir de 
Gln. Por este motivo, la enzima se ha empleado como un marcador de neuronas 
glutamatérgicas. El concepto generalizado tradicional que consideraba la 
existencia en cerebro de únicamente isoformas KGA, y no de isoenzimas Gls2 
(Curthoys y Watford, 1995), se ha demostrado erróneo gracias a aportaciones 
recientes de nuestro grupo (Olalla, 2002; Olalla et al., 2002). Sin embargo, el 
nuevo patrón de expresión de GA, a pesar de estar suficientemente demostrado, 
está tardando en ser asimilado por la comunidad científica involucrada en 
estudios de regulación de la neurotransmisión glutamatérgica. Esto ha hecho 
que, por ejemplo, estudios de distribución de GA en el SNC se hayan realizado 
exclusivamente con sondas específicas para la isoforma KGA, lo que puede dar 
lugar a resultados distorsionados al ignorar la expresión de las isoenzimas Gls2 
(Masson et al., 2006). La mayor parte de estos estudios de expresión de GA en 
cerebro de mamíferos, se han realizado en rata y existen muy pocos estudios 
sobre la expresión de GA en otras especies. Como ejemplo, existen algunos 
trabajos realizados en corteza cerebral humana y de mono (Akiyama et al., 1990; 
Donoghue et al., 1958) y otros estudios realizados en determinadas regiones 
cerebrales de cobaya (Altschuler et al., 1984, 1985; Donoghue et al., 1985; 
Turman y Chandler, 1994; Wenthold et al., 1986), ratón (Blanco et al., 2012; Bae 
et al., 2013) y gato (Van der Gucht et al., 2003; Fisher, 2007). 
 En el presente trabajo hemos estudiado la localización a nivel regional en 
cerebro de rata de las isoformas GA empleando técnicas inmunocitoquímicas y 
nuevos anticuerpos isoenzima específicos, como primer paso para dar 
cumplimiento a uno de los principales objetivos experimentales propuestos en 





subcelulares (núcleo) de GA en cerebro de mamíferos. Decidimos, en primer 
lugar, confirmar la reproducibilidad del patrón de expresión de isoenzimas GA, 
previamente descrito por nuestro grupo de investigación (Olalla , 2002; Olalla et 
al., 2002). Para la realización de este estudio inmunocitoquímico se han utilizado 
anticuerpos policlonales isoforma-específicos anti-GAB y anti-KGA desarrollados 
tanto en rata como en conejo. La especificidad de las señales inmunoreactivas 
positiva para cada isoforma se comprobó preadsorbiendo los anticuerpos con los 
correspondientes antígenos purificados, y realizando después 
inmunotransferencias Western y ensayos inmunocitoquímicos. Donde se 
comprobó que de esta forma dichas señale desaparecen. 
 Hemos podido comprobar que ambas isoformas se expresan 
abundantemente en regiones cerebrales ricas en neuronas y/o sinapsis 
glutamatérgicas como corteza cerebral, hipocampo, estriado y cerebelo. En la 
corteza, la reactividad nuclear de GAB  fue clara en todas sus áreas, mientras que 
la isoenzima KGA mostró un patrón de tinción citosólico, de aspecto granular 
(característico del marcaje mitocondrial) y de mayor intensidad en células 
piramidales. Además de ser el principal neurotransmisor excitador, el Glu es 
precursor metabólico de GABA, Asp y Gln, por lo que era de esperar una amplia 
distribución de este aminoácido y de sus enzimas de síntesis en las neuronas 
corticales piramidales (unidades excitatorias primarias de la corteza) y no 
piramidales. 
 La localización mitocondrial de KGA se ha demostrado ampliamente por 
estudios inmunocitoquímicos previos (ver Márquez et al., 2010 para una revisión 
reciente). Esta localización resulta consistente con el papel de la isoenzima KGA 
en el metabolismo energético y nitrogenado de las neuronas, así como con su 
contribución, presumiblemente mayoritaria dado su nivel de expresión, en la 
generación del Glu neurotransmisor. Este hecho se ha comprobado en cultivos 
primarios de célula granulares cerebelosas de rata neo-natal, en donde se 
observó un aumento en la expresión de los niveles de mRNA y de proteína GA a 
medida que las células se diferenciaban entre días 3 y 8. Además, este aumento 





vesículas sinápticas (Thomas et al., 1989). La inducción de la GA en el desarrollo 
de células granulares es consistente con su papel como enzima de síntesis del 
neurotransmisor glutamato. En cambio, la proteína GAB (LGA) se ha encontrado 
mayoritariamente en el núcleo de las células neuronales, confirmando la 
localización previamente identificada por nuestro grupo (Olalla et al., 2002). Esta 
localización extramitocondrial de GAB en cerebro podría suponer que la enzima 
desempeña funciones diferentes a las catalíticas. Entre las posibles funciones 
nucleares de las isoenzimas Gls2 (GAB/LGA) nuestro grupo ha sugerido su 
implicación en la diferenciación celular a partir del análisis de resultados en 
células tumorales tanto de hepatomas como leucemias (Pérez-Gómez et al., 
2005). Estos resultados fueron confirmados posteriormente también en células 
de glioblastoma humano  de la línea T98G (Szeliga et al., 2009). Este hecho será 
discutido ampliamente en apartados posteriores.  
 Muy recientemente, Velletri et al. han publicado evidencias experimentales 
que apoyan esta hipótesis, trabajando con cultivos in vitro de neuronas corticales 
embrionarias (E17.5) de ratón. La inhibición de la actividad GA, al eliminar la Gln 
del medio de cultivo, frenó la diferenciación in vitro de neuronas corticales. 
Además, la expresión de Gls2 aumentó in vivo durante el desarrollo postnatal del 
cerebelo de ratón: la cantidad de mRNA Gls2 se incrementó entre 3 y 4 veces al 
primer día post-natal (P1) respecto al valor P0, y se mantuvo en esos niveles 
aumentados hasta P8, una etapa del desarrollo asociada con una masiva 
expansión de células progenitoras de células granulares  (Velletri et al., 2013). 
 Al igual que en la neo corteza, la base citoarquitectónica del hipocampo 
está constituida por las neuronas principales de naturaleza glutamatérgica. Estas 
células principales (neuronas piramidales del asta de Ammon y células granulares 
del giro dentado) representan el 90% de las neuronas hipocampales. El 10% 
restante de las células hipocampales está formado por interneuronas de 
naturaleza GABAérgica, que controlan y regulan la actividad de las células 
principales (Freund y Buzsáki, 1996). Hemos encontrado que las neuronas 
piramidales hipocampales expresan ambas isoformas de GA. Mientras que la 





nuclear en el subcampo CA3, la isoforma KGA se expresó con mayor intensidad 
en esta región del asta de Ammon. La isoforma KGA se expresa de forma 
diferencial en hipocampo, siendo el subcampo CA3 el de mayor intensidad. Esta 
expresión fue observada anteriormente con otros anticuerpos anti-KGA (Kaneko 
y Mizuno., 1988; Olalla et al., 2002) y confirmada posteriormente en humanos, 
concretamente, en mitocondrias del soma neuronal, dendritas y terminales 
nerviosos  de estas áreas (Eid et al., 2006). En el caso del subcampo CA1 y de las 
células granulares del giro dentado, la inmunotinción de los somas fue débil, 
mientras que la marca nuclear de la isoforma GAB en giro dentado fue muy 
intensa. Sin embargo, las regiones de proyección de estas células, 
subículo/corteza entorrinal y región CA3, mostraron una intensa inmunotinción 
punteada en el neuropilo para KGA, que podría corresponderse con terminales 
nerviosos de estas aferencias. Como hemos mencionado en la introducción, la 
localización espacial de KGA puede verse influenciada por su asociación con otras 
proteínas. Así,  la proteína KGA se asocia in vivo e in vitro con caitaxina en 
hipocampo y cerebelo, regulando su actividad y localización subcelular desde 
mitocondrias del cuerpo celular a neuritas terminales (Buschdorf et al., 2006). 
 Otra de las regiones con fuerte inmunorreactividad Gls2 y KGA fue el 
cerebelo. Como se ha comentado con anterioridad, el Glu no actúa únicamente 
como neurotransmisor excitador sino que también es el precursor inmediato del 
neurotransmisor inhibidor GABA (Ottersen y Storm-Mathisen 1984; Roberts, 
1981). Por lo tanto, la enzima GA podría estar presente también en neuronas 
inhibidoras GABAérgicas. En cerebelo se encontró una abundante 
inmunorreactividad para KGA en células de naturaleza inhibidora GABAérgica 
(células de Purkinje) y la capa granular de naturaleza glutamatérgica. La isoforma 
GAB se encontró en núcleos de neuronas GABAérgicas de la capa molecular 
(células estrelladas y en cesto), siendo la tinción mayoritaria en núcleos de la 
capa granular. De nuevo, la  fuerte tinción nuclear de Gls2 en cerebro podría 
indicar que está implicada en otras funciones aparte de la catalítica. En estudios 
inmunocitoquímicos en cerebelo de rata, se demostró que KGA está presente en 





mientras que su presencia en los terminales nerviosos de las fibras paralelas fue 
escaso o indetectable y similar a la encontrada en neuronas no-glutamatérgicas 
(Laake et al., 1999). Este resultado cuestionaba el papel de la GA en la síntesis 
del neurotransmisor Glu en las sinapsis de las células de Purkinje y de las fibras 
paralelas cerebelosas. Sin embargo, en un estudio más reciente utilizando 
anticuerpos frente a Glu, otros autores sí encontraron síntesis activa de Glu a 
partir de Gln en esas fibras, producción que fue completamente abolida por la 
presencia del efector 6-diazo-5-oxo-norleucina (DON), un conocido inhibidor de 
la GA (Holten y Gundersen, 2008). Estos  autores plantean que el Glu generado 
por la GA serviría como sustrato para la síntesis para Asp y GABA, aminoácidos 
que también incrementaron sus niveles durante la despolarización siempre que 
se mantuvo Gln en el medio. Por último, dan una explicación a los resultados de 
Laake y colaboradores (a la ausencia de GA en las fibras paralelas descrita en su 
trabajo) basándose en que emplearon exclusivamente anticuerpos anti-KGA y, 
por consiguiente, no resultaría descabellado pensar que fueron capaces de 
detectar con ellos las isoformas Gls2 (Holten y Gundersen, 2008), que hemos 
visto que también se expresan en cerebelo.   
 La expresión de KGA en terminales nerviosos glutamatérgicos y GAB en 
estriado se ha confirmada en el presente este trabajo y en otros ya descritos con 
diferentes anticuerpos anti-GA (Kaneko y Mizuno, 1992; Olalla et al., 2002). La 
presencia de KGA en interneuronas de gran tamaño, de naturaleza colinérgica, 
confirman los resultados descritos por otros autores (Senba et al., 1991; 
Clements et al., 1991; Kaneko et al., 1989). La liberación de Glu por terminales 
colinérgicos ha sido determinada en sinaptosomas de corteza cerebral (Docherty 
et al., 1987). Es posible que el Glu liberado por los terminales colinérgicos actúe 
sobre receptores de Glu presinápticos, cuya acción moduladora sobre la 
liberación de acetilcolina ha sido demostrada (Cartmell y Schoepp, 2000; Takumi 
et al., 1999; Vizi y Kiss, 1998) al igual que su presencia en células dopaminérgicas, 
monoaminégicas y serotoninérgicas (Kaneko et al, 1990; Sulzer et al., 1998; 





como de actividad enzimática, en el estriado dorsal y la corteza prefrontal se ha 
confirmado posteriormente (Blanco et al., 2012).  
  
5.1.2 Expresión de GA en astrocitos 
 Los resultados descritos en esta memoria empleando la tinción específica 
de actividad GA en tejido cerebral, demuestran que la actividad enzimática 
coincide con el patrón de expresión a nivel de proteína y se localiza 
principalmente en todas las regiones involucradas en la neurotransmisión 
glutamatérgica. En cerebelo, la tinción mostró una actividad diferencial y 
específica de la capa granular compuesta principalmente de neuronas pequeñas 
de naturaleza glutamatérgica. Además, también observamos actividad 
enzimática en poblaciones celulares de naturaleza GABAérgica como células de 
Purkinje y la capa molecular (menos reactiva).  
 En hipocampo, la tinción de actividad fue más intensa en el giro dentado y 
la región CA3, lo que indicaría que la actividad enzimática procedería 
preferencialmente de las isoformas KGA y/o GAC. Esta afirmación se refuerza por 
el hecho de que no se observó una correlación entre la expresión de GAB y la 
actividad enzimática: no se observó actividad GA nuclear en ninguna de las 
regiones ni áreas analizadas, que podría deberse no a su ausencia sino a que la  
tinción basada en la enzima auxiliar GDH, no es lo suficientemente sensible para 
detectar la pequeña actividad GA nuclear. No obstante, hemos demostrado la 
existencia de GAB en el núcleo celular mediante inmunotransferencia Western y 
mediante técnicas inmunocitoquímicas. Posteriormente, se detectó la actividad 
enzimática GA en núcleos aislados de cerebro de rata libres de contaminación 
mitocondrial y, observamos que la actividad enzimática tenía características 
cineticas y reguladoras mixtas entre las isoformas KGA y  LGA (Olalla et al., 2002). 
Estos resultados nos llevaron a sugerir la existencia de una nueva isoforma GA 
(Márquez et al., 2009; de la Rosa et al., 2009). Por otra parte, la abundancia de 
transcritos Gls en cerebro es muy superior a la de Gls2 (Blanco et al., 2012; 





hidrólisis de Gln que las Gls2 (Márquez et al., 2010). Por todo lo expuesto, no 
podría excluirse actividad catalítica de Gls2 aún cuando esta no ha podido ser 
detectada in situ.  
 La actividad enzimática GA también fue identificada in vivo en poblaciones 
discretas de astrocitos, concretamente en corteza y cerebelo de rata. La marca 
de actividad en astrocitos fue considerablemente inferior a la obtenida en 
neuronas de esas dos regiones cerebrales. Este hecho es de especial relevancia, 
dadas las implicaciones fisiopatologías que puede tener la generación de Glu y 
amonio a partir de Gln en células gliales. Un aspecto muy importante aún no 
resuelto, y relacionado con el ciclo Gln/Glu, es si existe síntesis de Glu a partir de 
Gln en los astrocitos; esto es, si los astrocitos poseen o no actividad GA. Una 
actividad GA en astrocitos (a falta de confirmar si es mitocondrial) encajaría muy 
bien con el ciclo Gln/Glu porque, de esta forma, esta células dispondrían de una 
fuente endógena de Glu y amonio. Este Glu endógeno no-sináptico podría ser 
transformado en α-KG por transaminación o a través de la reacción de la GDH y, 
posteriormente, ser incorporado al TCA para satisfacer las necesidades 
energéticas del astrocito (Fig. 48). De esta forma, los astrocitos no necesitarían 
utilizar de forma significativa el Glu sináptico para esos fines, reservándolo para 
la síntesis de Gln en el citosol y su posterior envío a neuronas. Este mecanismo 
podría ser de especial importante en periodos de gran actividad sináptica. 
Además, el amonio generado en las mitocondrias por la glutaminolisis se podría 
utilizar en la síntesis de Gln en el citosol, suministrando de esta forma una fuente 
adicional de nitrógeno para convertir Glu en Gln. El Glu endógeno derivado de la 
actividad GA podría también suministrar el Glu necesario para compensar la alta 
tasa metabólica de GS, que es incluso mayor que el suministro de Glu mediante 














Figura (48). Esquema representativo de la sinapsis tripartita. Dos principales funciones se 
pueden relacionar con la presencia de GA en astrocitos. La primera, relacionada con su ubicación 
tanto en el núcleo neuronal como en núcleos astrocitarios, que podría ejercer un papel en la 
regulación génica directa o indirecta mediante su actividad catalítica en este orgánulo. La 
segunda es la regulación de los niveles de Gln/Glu mitocondrial o citosólico. El glutamato 
exógeno puede entrar al compartimento mitocondrial para ser convertido a α-KG por actividad 
GDH o transaminación y posteriormente ser oxidado  en el ciclo TCA. La Gln puede entrar al 
compartimento mitocondrial glial, mediado por el acoplamiento a transportadores no 
caracterizados (MGC) y el amonio derivado de la actividad catalítica GA en mitocondria podría ser 
utilizado para la síntesis de Gln en citosol. Tanto GAB com KGA son expresadas en astrocitos. 
Además, la presencia de GAB y su colocalización con GIP en pies perivasculares sugiere una 
importante implicación en  la regulación del tono vascular (tomado de Márquez et al., 2012). 
Como se ha indicado, los astrocitos en cultivo pueden metabolizar tanto 
Gln como Glu. La Gln oxidada parece proceder principalmente de transaminación 
de αKG , bien mediante la actividad alanina aminotransferasa (AAT) (McKenna et 
al., 1996, 1993) o transaminasas de aminoácidos ramificados (Hutson et al., 
1998). Por su parte, el Glu parece ser oxidado principalmente a través de la 
acción GDH y posterior oxidación de αKG en el ciclo TCA, con una velocidad de 
oxidación mitocondrial mayor que la Gln. La oxidación mitocondrial de Gln o Glu  
requeriría de un transporte de estos aminoácidos al interior de este 
compartimento, el cual podría tener lugar a través de transportadores 
específicos de alta afinidad (Fig. 48). El transporte de Gln hacia el interior de la 
mitocondria proporcionaría Glu y facilitaría su posterior catabolismo con fines 





mitocondrial no precisaría de un transportador adicional como el que se requiere 
para el Glu de procedencia exógena. 
 Para apoyar los datos de actividad enzimática, procedimos a la 
cuantificación de los niveles de mRNA de las 4 isoenzimas GA (KGA, GAC, GAB y 
LGA) en astrocitos aislados de cerebelo de rata. Para evitar fenómenos de 
inducción de la expresión de estas isoformas, por Gln durante el proceso de 
purificación se omitió este aminoácido del medio de cultivo. Los resultados de 
qRT-PCR indicaron una predominancia de transcritos Gls (KGA y GAC) frente a los 
Gls2 (GAB y LGA); en concreto, del total de transcritos GA valorados 
cuantitativamente en astrocitos del cerebelo, el 99.3 % correspondió a 
transcritos Gls, mientras que sólo el 0.70 % fueron transcritos Gls2. Estos 
resultados son coherentes con unas determinaciones previas de los niveles 
relativos de mRNA de isoformas GA en astrocitos de rata en cultivo mediante RT-
PCR  por otros autores (Szeliga et al., 2008), aunque en estos estudios no se 
distinguió entre las dos isoformas Gls2 (se da la suma de LGA y GAB). La escasa 
presencia de transcritos Gls2 también es una característica fenotípica exhibida 
por muchos gliomas malignos humanos, así como por líneas celulares derivadas 
de ellos (Szeliga et al., 2005). Por lo que respecta a los mensajeros Gls, el 
transcrito GAC fue el más abundante, lo que es destacable dado que esta 
isoforma no fue encontrada previamente en cerebro humano, si bien la técnica 
empleada para su detección fue la transferencia Northern, que evidentemente 
no posee la sensibilidad de la PCR cuantitativa (Elgadi et al., 1999). Será muy 
interesante comprobar si en cerebro humano se expresa la isoforma GAC, ya que 
se ha detectado su sobre-expresión cuando ciertas células se transforman y 
provocan cáncer, especialmente de colon y pulmón (Márquez et al., 2014). 
 También en enfermedades neurodegenerativas que van acompañadas de 
inflamación crónica y daño neuronal se ha encontrado una inducción de la 
isoforma GAC. Así, por ejemplo, en tejido cerebral post-morten de pacientes con 
demencia asociada a infección por el virus de la inmunodeficiencia (HIV-1), se 
observó un aumento considerable del mRNA de GAC (Zhao et al., 2012), junto 





como en el suero de estos pacientes (Huang et al., 2011). Es interesante resaltar 
que los niveles aumentados de mRNA para GAC se correlacionaron 
positivamente con los niveles de STAT1 (transductor y activador transcripcional 
que media la respuesta celular a interferones INFs), INF-α e INF-β (citoquinas 
proinflamatorias) (Zhao et al., 2012). Asimismo, la expresión de GAC aumentó de 
forma significativa tanto en macrófagos como en microglia infectados con HIV-1 
(Erdman et al., 2009; Huang et al., 2011). Estudios posteriores se han realizado 
para profundizar acerca de cómo la infección por HIV-1 induce neurotoxicidad y 
explicar la regulación del gen GLS en la infección mediada por HIV-1. La infección 
por HIV-1 induce liberación de interferón tipo I (incluyendo los subtipos INF-α e 
INF-β). Como consecuencias de esta cascada de transducción de señales, se 
activan los dímeros STAT que translocan al núcleo y se unen a regiones 
promotoras de genes concretos en los denominados elementos de respuesta 
estimulados por la acción de interferón (ISRE) (Zhao et al., 2013). 
Interesantemente, se ha demostrado que tanto INF-α como la infección por HIV-
1 son capaces de regular la expresión de GAC a través de la unión de STAT-1 a la 
región promotora del gen GLS, provocando un aumento en la expresión de GAC y 
en la producción de Glu (Zhao et al., 2012). Estos datos poseen una notable 
repercusión fisiopatológica, dado que niveles incrementados de STAT-1 y de INF 
tipo I no sólo se han reportado en pacientes con demencia asociada a HIV-1, sino 
también en otras muchas enfermedades neurodegenerativas (Zhao et al., 2012). 
Finalmente, habría que destacar que el aumento de la expresión de GA de la 
microglía y la concomitante elevación en la producción de Glu puede ser 
responsable de los efectos neurotóxicos observados en el síndrome de Rett, una 
enfermedad letal desarrollada en niñas y caracterizada por anormalidades en 
dentritas y sinapsis (Maezawa y Jin, 2010). La desregulación de la expresión de 
GA, no sólo en neuronas sino también en células gliales como la microglía, 
provoca serios trastornos y enfermedades neurológicas, por lo que son 






 Los datos presentados en esta memoria sobre la expresión de GA en células 
gliales han confirmado y extendido nuestros resultados previos sobre GAB y, 
además, han demostrado que, aparte de las isoformas Gls2, en astrocitos 
también se expresan isoenzimas Gls como la KGA. Por consiguiente, otro hecho 
relevante derivado de los estudios inmunohistoquímicos en cerebro de rata y 
humano, es la presencia de señal inmunorreactiva tanto GAB como KGA en 
células gliales, y más concretamente en astrocitos. La señal anti-KGA fue siempre 
citoplasmática. Sin embargo, el anticuerpo anti-GAB detectó señal tanto nuclear 
(mayoritaria) como citoplasmática en algunos astrocitos. La inmunotinción KGA 
fue muy evidente en tejido post-morten humano, tanto en corteza cerebral 
como en cerebelo, y aunque no realizamos triples marcajes para confirmar la 
marca mitocondrial, ésta parece serlo por su aspecto punteado y granular en 
citosol y por su similitud con la inmunotinción mitocondrial KGA neuronal 
ampliamente contrastada. 
 En resumen, nuestros resultados refutan el concepto de una localización 
exclusivamente neuronal de GA y demuestran su expresión en poblaciones 
minoritarias y concretas de astrocitos. Esta expresión podría ser un rasgo de una 
subpoblación de estas células que utiliza la Gln para algún proceso biosintético y 
que podría ser especialmente prominente en periodos de gran actividad 
sináptica o quizás en relación con la diferenciación celular. En este sentido, 
cabría distinguir entre la marca astrocitaria de KGA, presumiblemente 
mitocondrial, y la marca mayoritariamente nuclear para GAB. Mientras que la 
primera podría adscribirse a procesos biosintéticos y/o relacionados con la 
bionergética celular, la segunda podría estar vinculada a una regulación 
transcripcional asociada con el programa de diferenciación de ambos tipos 
celulares.  
 En cultivos in vitro de astrocitos siempre se ha detectado una abundante 
actividad GA (Kvamme et al., 1982; Yudkoff et al., 1988), aunque estos resultados 
están muy discutidos pues se ha planteado que la actividad GA no está presente 
in vivo. Se piensa que la actividad GA en cultivos aparece como resultado de la 





(Erecinska y Silver, 1990). Por esta razón, así como por otros datos conflictivos 
relativos a la actividad GA medida in vitro en cultivos de astrocitos (véase 
Erecinska y Silver, 1990 para una discusión más detalla), la existencia de actividad 
GA en astrocitos in vivo está fuertemente cuestionada. Sin embargo, nuestros 
resultados demuestran claramente que los astrocitos expresan los cuatro tipos 
de transcritos GA y que ciertas poblaciones de astrocitos poseen una actividad 
GA funcional. Ya habíamos publicado previamente la expresión de isoenzimas 
Gls2 en astrocitos de rata y su co-localización con la proteína PDZ GIP, tanto en 
cuerpos celulares como en procesos y pies astrocitarios perivasculares (Olalla et 
al., 2008). Aunque ese trabajo no incorporaba aún dobles marcajes 
inmunocitoquímicos para asociar la tinción GA a alguna localización subcelular 
concreta, en todo caso no detectamos una inmunorreactividad nuclear sino 
claramente citosólica. En cambio, con los nuevos anticuerpos empleados en esta 
memoria la marca astrocitaria nuclear de GAB fue muy clara y mayoritaria. 
 Las investigaciones in vitro con células gliales no permiten extraer 
conclusiones directas relacionadas con su comportamiento in vivo. Los estudios 
en cerebro de mamíferos, concretamente en rata y humano objeto de estudio 
del presente trabajo, permiten mantener las relaciones morfológicas con las 
neuronas y con los vasos sanguíneos y un estado de madurez metabólica que en 
cultivos primarios no se podrían considerar ya que estas relaciones no existe 
(Erecinska et al., 1990).  
 Nuestro grupo ya descubrió una localización nuclear de GAB en neuronas 
(Ollalla et al., 2002). Era la primera vez que se describía una localización extra-
mitocondrial para una GA de mamíferos. A pesar de ello,  la función de GAB en 
núcleo se ha manifestado muy difícil de establecer, y sólo hasta recientemente 
no estamos vislumbrando posibles roles de esta isoforma en el nucleo. Aunque 
poco se conoce acerca de la localización preferencial de GAB en el núcleo celular, 
su presencia y distribución uniforme en el nucleoplasma, podría indicar una 
función en procesos de regulación génica. No obstante, nuestro grupo de 
investigación confirmó que hay actividad GA en fracciones nucleares de cerebro 





enzimática sea también necesaria para mediar alguna de sus funciones en el 
núcleo de células nerviosas de cerebro de mamíferos. Por otra parte, y como 
discutiremos más adelante, el papel nuclear de GAB podría estar relacionado con 
diferenciación celular y/o quiescencia, según se desprende de estudios 
realizados en líneas celulares de cáncer humano. Además, tal y como se apuntó 
en el apartado 5.1 respecto a los resultados de GAB en núcleo neuronal, nuevas 
aportaciones sobre expresión de GA en cerebro de mamíferos van orientadas a 
asignar a las isoenzimas Gls2, funciones asociadas con diferenciación y/o 
quiescencia celular (Velletri et al., 2013), en un papel claramente opuesto al 
atribuido a las isoformas Gls en muchos tipos celulares, siempre relacionadas con 
crecimiento y proliferación (Márquez et al., 2014). Por tanto, y sin descartar 
otras posibles funciones nucleares que nuestro grupo está actualmente 
evaluando, la localización nuclear de GAB en poblaciones discretas de neuronas y 
astrocitos podría adscribirse a una regulación transcripcional asociada a 
diferenciación. 
  Por último, hay que mencionar que nuestros resultados apoyan hipótesis 
planteadas como resultado de estudios in vitro y  de confirmarse , podrían tener 
un significado trascendental en numerosas patologías cerebrales que están 
relacionadas con un desequilibrio en el ciclo Gln/Glu y que comúnmente se 
manifiesta en una variación en los niveles de Glu extracelular. El mecanismo de 
cada daño es específico de la patología, pero una gran mayoría conduce al 
edema celular. Como ejemplo, el mecanismo que desencadena el edema 
astrocitario inducido por una actividad GA mitocondrial in vivo, sería viable bajo 
condiciones patológicas (hipótesis del caballo de Troya). La actividad enzimática 
GA, la localización nuclear de GAB y la localización de KGA en poblaciones 
discretas de astrocitos de cerebro de rata sano así como el papel funcional y 








 5.1.3 Expresión perivascular de GA 
  Otro resultado de gran interés obtenido en el presente trabajo fue la 
presencia de actividad GA en la periferia de algunos vasos sanguíneos en 
hipocampo, estriado, corteza y cerebelo. La localización de GA en estructuras 
perivasculares en cerebro de rata había sido observada ya con anterioridad 
empleando otros anticuerpos anti-KGA (Kaneko et al., 1988), así como por 
estudios de nuestro grupo de investigación mediante una inmunolocalización en 
pies astrocitarios perivasculares con anticuerpos anti-GAB (Olalla et al., 2008). 
 Una fuerte inmunorreactividad para GAB y KGA se localizó en cerebro de 
rata alrededor de algunos vasos sanguíneos intraparenquimales, en la superficie 
pial de la corteza cerebral y en cerebelo. Para ambas isoformas, este 
inmunomarcaje perivascular selectivo (más intenso para KGA que para LGA) se 
asoció con estructuras de aspecto punteado, que podrían corresponderse con 
terminales sinápticos glutamatérgicos. Además, con ambos anticuerpos, se 
observó inmunorreactividad en cuerpos celulares neuronales (GAB se concentró 
a nivel nuclear mientras que KGA lo hizo a nivel citoplasmático) en la proximidad 
cercana al contorno de los vasos sanguíneos. Por otra parte, la tinción enzimática 
GA-específica reveló actividad GA perivascular en vasos sanguíneos de la corteza; 
parte de esta actividad no se asoció con células astrocitarias, sino que su 
localización indicaba una pertenencia a células endoletiales del vaso y/o a 
terminaciones nerviosas neuronales. 
 Es conocido que el Glu es un agente vasoactivo, de hecho, cuando se 
administra este aminoácido o agonistas de los receptores de Glu tipo NMDA a 
arteriolas in situ, éstas se dilatan y como consecuencia de ello se produce un 
incremento del flujo sanguíneo (Garthwaite, 1988; Fergus y Lee, 1997). Sin 
embargo, esta vasodilatación mediada por NMDA no ocurre en vasos sanguíneos 
cerebrales aislados (Takayasu y Dacey, 1989; Faraci y Breese, 1993), sugiriendo la 
implicación de intermediarios químicos en los efectos vasculares mediada por la 
activación de receptores NMDA de Glu. El significado fisiológico de la localización 





un efecto vasoactivo (Fig. 48). Esta hipótesis estaría apoyada por evidencias que 
demuestran la existencia de receptores de Glu en pies astrocitarios 
perivasculares y en células endoteliales (ver Márquez et al., 2009 y referencias 
citadas en este artículo). 
 El óxido nítrico, NO se ha identificado como mediador y modulador 
vascular que acompaña los procesos de actividad neuronal (Ladecola y Zhang, 
1996; Lindauer et al., 1999). Se ha comprobado que el NO de origen neuronal es 
necesario para la vasodilatación inducida por Glu sobre receptores NMDA. 
Asimismo, existe un control glutamatérgico del tono microvascular en distintas 
neuronas GABAérgicas en cerebelo de rata (Rancillac et al., 2006). Los receptores 
NMDA y no-NMDA están implicados en la dilatación microvascular dependiente 
de NO inducida por Glu. La estimulación de las vías glutamatérgicas podría 
alterar el tono de los vasos sanguíneos por la activación de células gliales, en 
donde se ha confirmado recientemente la liberación de moléculas que inducen 
vasodilatación o vasoconstricción concomitante con un incremento transitorio 
de Ca2+ en pies perivasculares (Zonta et al., 2003; Filosa et al., 2004; Mulligan 
and MacVicar, 2004). 
 Los astrocitos, además de presentar receptores de Glu ionotrópicos y 
metabotrópicos (revisado en Nedergaard et al., 2002) expresan diferentes 
isoformas de la enzima encargada de síntesis de NO (óxido nítrico sintasa, NOS, 
EC: 1.14.13.39) (Wiencken y Casagrande, 1999;), que se encuentran también 
reguladas por la concentración de Ca2+. En consecuencia, estas células son 
capaces de liberar NO tras la activación por Glu de sus receptores, y ejercer su 
acción vasoactiva sobre los vasos sanguíneos adyacentes. Los astrocitos no sólo 
contienen ciclooxigenasa-2 (COX-2; EC 1.14.99.1), sino también la proteína 
citocromo P450 epoxigenasa (CYP2J2; EC: 1.14.14.1), que metaboliza el ácido 
araquidónico, dando lugar a ácidos epoxieicosatrienoicos (EETs), con fuertes 
propiedades vasoactivas (Bhardwaj, 2000).  
 El origen de la inervación perivascular cerebral inmunopositiva para las 





intrínseco a partir de neuronas glutamatérgicas locales. Hay que tener en cuenta 
la presencia de somas inmunorreactivos junto con la red de terminales nerviosos 
en el contorno de estos vasos, que podrían ser la fuente de esta inervación. Sin 
embargo, no hay que descartar la posibilidad de que parte de estos terminales 
inmunorreactivos procedan de neuronas glutamatérgicas distantes, o incluso de 
neuronas intrínsecas GABAérgicas, acetilcolinérgicas o dopaminérgicas en las 
cuales hemos encontrado la presencia de GA (Olalla, 2002) y cuya participación 
en la regulación de la circulación cerebral ha sido descrita previamente (Krimer 
et al., 1998 
 Esta asociación entre terminales nerviosos que contienen GA, astrocitos y 
vasos sanguíneos cerebrales podría constituir un elemento base de la hiperemia 
funcional, definida como el acoplamiento entre un incremento de la actividad 
neuronal y el flujo sanguíneo cerebral (Rancillac et al., 2006) y plantea la 
posibilidad de que alteraciones de la neurotransmisión glutamatérgica pudieran 
modificar la regulación vasomotora y/o la permeabilidad de la barrera 
hematoencefálica (Fig. 48). Estas observaciones sugieren un control vascular 
dependiente de la actividad neuronal (Harder et al., 1998) y de la activación de la 
síntesis de transmisores astrogliales.  
 5.2 Expresión de GA en líneas celulares de cáncer humano 
 En la búsqueda de modelos celulares que nos permitieran estudiar la 
función nuclear y el importe al núcleo de las isoformas Gls2, sin recurrir a cultivos 
primarios de neuronas, quisimos comprobar si líneas celulares de cáncer humano 
con expresión regulada del gen GLS2 o, alternativamente, inducidas a 
experimentar diferenciación celular por incubación con agentes tales como 
ésteres de forbol (PMA), podían ser modelos válidos para este estudio. 
 La inmunocitoquímica y el fraccionamiento subcelular, seguido por 
inmunotransferencia Western empleando anticuerpos GLS2-específicos, nos 
proporcionaron resultados consistentes en relación con la localización nuclear de 
la isoenzima GAB. En las células de cáncer examinadas, GAB posee una 





células control (wild-type). Esta es la primera demostración de una doble 
localización subcelular, nuclear y mitocondrial, para una isoenzima GA a nivel de 
células individuales; también es la primera vez que se describe una localización 
nuclear de GAB en  células tumorales humanas. Dado que tanto la 
inmunocitoquímica como el método bioquímico (fraccionamiento subcelular + 
inmunotransferencia Western) dependen esencialmente de la calidad de los 
anticuerpos anti-GAB para establecer la localización nuclear, quisimos confirmar 
ésta mediante métodos ortogonales que no dependieran directamente de los 
anticuerpos frente a GAB. Así, la localización nuclear de GAB se confirmó 
transfectando células de neuroblastoma SHSY-5Y con una construcción que 
expresa la proteína de fusión c-myc-GAB, y cuya localización mediante marcaje 
inmunofluorescente confirmó la distribución dual nuclear y citosólica 
(probablemente mitocondrial). Como la marca citoplasmática enmascaró la 
nuclear, realizamos una inmunotransferencia Western de núcleos de células SH-
SY5Y transfectadas con c-myc-GAB y revelada con anticuerpos anti-c-myc. La 
localización nuclear se corroboró mediante una banda de aprox. 68 kDa que 
aparece en las fracciones citosólicas y nuclear de las células transfectadas (la 
banda de aprox. 60 kDa de la proteína c-myc endógena también estuvo también 
presente). Este resultado nos informa, así mismo, que GAB puede ser 
translocada al núcleo sin procesamiento proteolítico de su extremo N-terminal, 
pues la proteína de fusión c-myc-GAB tiene el epítopo c-myc en el extremo N-
terminal de GAB. Evidentemente, el resultado no descarta la posibilidad de que 
una parte de la GAB nuclear sea translocada a este orgánulo en una forma 
truncada en su extremo amino-terminal, si bien no habría sido revelada en este 
experimento revelando con anticuerpos anti-c-myc pues dicho epítopo habría 
desaparecido. 
 Otra prueba adicional de la translocación al núcleo de GAB (y no basada en 
anticuerpos frente a esta isoforma GA) la obtuvimos realizando una construcción 
de la proteína GAB en el vector de expresión pEGFP. En este caso, la proteína de 
fusión  EGFP-GAB lleva unida en el extremo N-terminal de GAB la proteína verde 





células transfectadas con el vector de expresión. De nuevo, y pese a que la 
eficiencia de la transfección no fue elevada, en células individuales transfectadas 
podía observarse una clara fluorescencia verde en el núcleo aparte de la 
detectada en el citosol. 
 Por otra parte, el acúmulo en núcleo de la proteína GAB aumentó en 
respuesta a agentes de diferenciación como el PMA, tanto en células HepG2 de 
carcinoma hepatocelular humano como en neuroblastoma SHSY-5Y. En este 
caso, mediante inmunocitoquímica observamos una tinción mitocondrial 
abundante y una tinción nuclear minoritaria. En estudios previos con células de 
cáncer humano, demostramos que las proteínas codificadas por GLS2 podrían 
estar asociadas con diferenciación celular o con un estado de quiescencia, no 
proliferativo, mientras que aquéllas codificadas por el gen GLS lo están con el 
crecimiento y la proliferación celular (Pérez-Gómez et al., 2005). En relación a 
este punto, hemos demostrado recientemente un cambio significativo en el 
transcriptoma de células de glioblastoma humano (T98G) después de la 
sobreexpresión de GLS2, correlacionado con un incremento en el nivel de 
proteína GAB tanto en citoplasma celular como en núcleo, lo que sugiere su 
probable implicación en la regulación transcripcional (Szeliga et al., 2009). Está 
bien descrito que las células SHSY-5Y de neuroblastoma humano se diferencian 
adquiriendo un fenotipo neuronal cuando se tratan con ésteres de forbol como 
PMA (Wen-Sheng, 2006; Söderholm et al., 2000). Estos compuestos actúan en 
vías de señalización mediante la activación de la proteína quinasa C (PKC),  tanto 
en células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano (Wen-Sheng, 2006) como 
en las de neuroblastoma humano SHSY-5Y (Söderholm et al., 2000). La relación 
del PMA con la diferenciación celular, y con la fosforilación de proteínas diana en 
células tumorales, fue determinante para su empleo en nuestros ensayos y así,  
determinar si este compuesto podía intervenir en el importe al núcleo de la GAB. 
Se realizaron experimentos de incubación de células tumorales con PMA a partir 
de las 24 horas de incubación en células de neuroblastoma humano, SHSY-5Y, 
donde ya se había descrito que el PMA tenía un efecto marcado sobre la parada 





células, encontramos un aumento considerable en la expresión de GAB nuclear a 
las 6 horas de incubación con PMA, en comparación con las células control. Así 
pues, el tratamiento con PMA, cuyo efecto revierte el fenotipo maligno al 
ralentizar el crecimiento celular e inducir posterior diferenciación por generación 
de neuritas, aumentó el importe de GAB al núcleo, lo que sugiere que GAB 
podría estar implicada en los cambios de expresión génica necesarios para 
conseguir un fenotipo más diferenciado. 
 La movilización de GAB en respuesta a PMA no es novedosa pues ya fue 
descrita por nuestro grupo en neutrófilos humanos (Castell et al., 2004). La 
activación de estos leucocitos se consigue también por estimulación con PMA. La 
proteína GAB se detectó en neutrófilos no activados en los gránulos secundarios 
de secreción, adyacentes a la membrana plasmática, y, tras el tratamiento con 
PMA, fue secretada al medio extracelular. La presencia de la GAB en leucocitos 
está relacionada con su acción bactericida, a través de la producción de anión 
superóxido por un mecanismo dependiente de Gln, mientras que su secreción al 
medio extracelular sugería un papel en la repuesta antiinflamatoria mediante 
regulación de la producción de interleukina 8 (Castell et al., 2004). Estos datos 
apuntan a que GAB presenta una localización subcelular  específica de cada tipo 
celular y puede ser movilizada a otros destinos mediante rutas de señalización 
que implican activación de proteínas quinasas.  
 Por otra parte, otro hecho que resalta el papel fundamental de GLS2 en 
procesos de diferenciación, está avalado por estudios recientes en donde se 
confirmó que p73, un factor de transcripción miembro de la familia p53, 
promueve la transcripción de GLS2 durante la diferenciación neuronal de células 
de neuroblastoma SHSY-5Y con ácido retinoico (Velletri et al., 2013). La proteína 
p73 está implicada en varios procesos biológicos, tales como muerte celular, 
diferenciación, mantenimiento de las células madre neuronales, envejecimiento 
y metabolismo, a través de la regulación de la expresión génica y de miRNAs 
(Melino et al., 2004). Recientemente, se ha demostrado que p73 aumenta en 
paralelo con la diferenciación neuronal y que su expresión ectópica indujo 





celulares de neuroblastoma, lo que sugiere que desempeña un papel pro-
diferenciador (Agostini et al., 2011,). La sobreexpresión de GLS2 incrementa el 
crecimiento de neuritas, mientras que en células con expresión de GLS2 inhibida 
(knockdown) se manifestó una disminución leve, pero significativa en la 
extensión de las neuritas inducida por incubación con ácido retinoico de las 
células SHSY-5Y durante 24h (Velletri et al., 2013). Este leve efecto inhibitorio fue 
debido, probablemente, a un mecanismo compensatorio por expresión de GLS1. 
Además, la inhibición de la actividad GA en neuronas primarias dio lugar a un 
daño en la neuritogénesis (Hu et al., 2010). 
 Teniendo en cuenta los resultados presentados en esta memoria y los 
datos anteriormente expuestos, se pueden formular varias hipótesis de trabajo 
acerca de las funciones de GAB en el núcleo. Primero, GAB podría formar parte 
de un complejo regulador de la transcripción actuando como co-regulador e 
implicada en el programa de diferenciación de neuronas y astrocitos. Segundo, el 
significado de la localización nuclear de GAB puede ser también el de una enzima 
que controla in situ los niveles de Gln/Glu en el nucleoplasma y, de esta forma, 
regula indirectamente la expresión de genes controlados por el nivel de Gln/Glu. 
La regulación de la expresión génica por aminoácidos en mamíferos se ha 
convertido en una importante área de investigación. La Gln funciona como una 
señal celular y su disponibilidad se ha demostrado que regula la expresión de 
cierto números de genes (Bungard y McGivan, 2004). Y tercero, la GAB quizás 
actúe como un verdadero factor de transcripción en núcleo, controlando 
directamente la expresión de ciertos genes implicados en la diferenciación 
celular (recordemos su motivo de dedo de Zn).  
 La idea de una proteína-una función se ha convertido en una formulación 
demasiado simple, habida cuenta de que se ha demostrado que muchas 
proteínas parecen desempeñar dos o más funciones distintas. Algunos 
polipéptidos pueden jugar varios papeles en diferentes momentos y/o lugares, 
incrementando de esta forma la complejidad de los organismos sin incrementar 
el número de genes. En los últimos años, el número de proteínas que 





considerablemente: ejemplos bien conocidos son la fosfoglucosa isomerasa y la 
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Jeffery, 1999). Por tanto, en este 
estudio, la GA quizás debería ser añadida a la creciente lista de las llamadas 
“moonlighting” proteínas, que son aquéllas con una segunda o tercera función. 
GAB es una enzima mitocondrial que puede poseer otras funciones en el núcleo, 
en la superficie celular y en el espacio extracelular. 
  Los resultados recogidos en esta memoria sobre la localización nuclear de 
GAB en células tumorales abren nuevas vías de investigación para elucidar 
nuevas funciones de esta proteína. Sería importante conocer si la localización 
subcelular de la GAB depende sólo del tipo celular o, además, depende del 
estado de desarrollo de la célula o bien de la fase del ciclo celular. Resulta 
imprescindible estudiar también con más profundidad su interacción con 
proteínas PDZ, como GIP y SNT, para revelar el significado fisiológico de la 
interacción y su implicación funcional. 
 5.2.1 Localización subnuclear de GAB en células tumorales 
 Para intentar elucidar la función nuclear de GAB, planteamos experimentos 
de localización subnuclear de esta proteína. Si GAB está claramente asociada con 
un orgánulo subnuclear concreto, esta localización podría ser útil para inferir su 
función. El núcleo de las células de mamífero es un orgánulo muy 
compartimentalizado aunque extremadamente dinámico (revisado en Misteli 
2001; Spector 2006). Muchas proteínas nucleares están localizadas en distintas 
estructuras, tales como los speckles, paraspeckles, nucléolos, cuerpos de Cajal, 
cuerpos P o Polycomb y cuerpos de leucemia promielocítica, que muestran 
patrones de tinción en forma de puntos o gránulos cuando se analizan por 
microscopía de inmunofluorescencia (Lamond et al., 1998; Spector 2006). 
 Sin embargo, el patrón de distribución  de GAB en el núcleo de células 
tumorales no pudo adscribirse a ningún orgánulo subnuclear concreto: no se 
observó una colocalización clara de GAB con proteínas marcadoras de orgánulos 
subnucleares. Así, GAB no se asoció con los nuclear speckles en células 





granulares de intercromatina, son dominios nucleares enriquecidos en factores 
de ayuste (splicing) de mRNA precursores, localizados en las regiones de 
intercromatina del nucleoplasma de las células de mamíferos. Cuando se 
observan mediante microscopía de inmunofluorescencia, suelen aparecer como 
20–50 estructuras de forma irregular que varían en tamaño (Spector y Lamond, 
2011). La GAB no se concentra específicamente en los speckles sino que aparece 
en el nucleoplasma en las células HepG2 y con un aspecto granular, por lo que 
podría descartarse un rol de GAB en el proceso de ayuste de precursores de 
mRNA. Ahora bien, dada la naturaleza dinámica de estos orgánulos y el hecho de 
que sus constituyentes puedan intercambiarse continuamente con el 
nucleoplasma y con otras localizaciones nucleares, incluyendo sitios activos de 
transcripción, no podemos descartar completamente la participación de GAB en 
el procesamiento postranscripcional de los pre-mRNAs. 
 Seguidamente, intentamos ver colocalización de GAB en el nucléolo 
mediante el empleo de la proteína fibrilarina, marcadora de este orgánulo. 
Tampoco observamos un solapamiento nítido en la distribución subnuclear de 
ambas proteínas, no pudiendo afirmarse que GAB esté confinada o limitada al 
nucléolo, como sí ocurre en el caso de la fibrilarina. Por el contrario, realizando 
dobles inmunotinciones fluorescentes para GAB y la proteína demetilasa JMJD5 
ambos antígenos se distribuyeron espacialmente a lo largo de todo el 
nucleoplasma, si bien también aparecieron zonas inmunorreactivas para GAB sin 
presencia de JMJD5. Por consiguiente, de la microscopía de inmunofluorescencia 
realizada con marcadores nucleares la conclusión es que no hemos podido 
confinar la expresión de GAB a un orgánulo subcelular concreto, al menos en las 
líneas de cáncer humano examinadas, y GAB parece tener una distribución 
espacial en todo el nucleoplasma celular.  
 5.3 Expresión de la proteína GIP en cerebro de rata  
   Las proteínas PDZ normalmente actúan como andamios moleculares 
formando complejos multiproteicos importantes para la generación de la 





habíamos confirmado, mediante estudios inmunocitoquímicos por microscopía 
electrónica, una amplia distribución de GIP en el citoplasma neuronal, 
mitocondrias y un marcaje asociado a la envoltura nuclear y membrana 
plasmática (Olalla et al., 2008). La amplia distribución celular-regional de esta 
proteína en cerebro confirma que, como proteína PDZ, puede interactuar con un 
amplio rango de proteínas y desencadenar una gran variedad de procesos 
biológicos. 
 Los estudios de localización regional, celular y subcelular de GIP en el 
cerebro de mamíferos está de acuerdo con la distribución de una proteína PDZ 
que puede interaccionar con otras proteínas localizadas en la mitocondria, el 
núcleo y la membrana plasmática. La proteína se expresa abundantemente en 
astrocitos y neuronas. En astrocitos, GIP y GAB se han localizado en los pies 
astrocitarios perivasculares que participan en la barrera hemato-encefálica. 
Hasta el presente, se desconoce la función de GIP en los pies astrocitarios 
perivasculares, pero su presencia ahí junto con GAB podría indicar su 
participación en el envío selectivo de GAB a poblaciones específicas de astrocitos 
que rodean arteriolas y vasos sanguíneos como un mecanismo de regulación 
vascular, teniendo en cuenta el papel esencial de los astrocitos en la regulación 
cerebrovascular (Koehler et al., 2006). Podría especularse, por tanto, que GIP 
contribuye a determinar la localización subcelular de GAB en ciertas regiones 
cerebrales creando, de esta forma, un mecanismo para el envío de esta isoforma 
GA o para regular su función en cerebro. No obstante, la relevancia fisiológica de 
la interacción GAB-GIP en cerebro aún necesita ser clarificada con estudios 
adicionales. 
 En relación a su función nuclear, la interacción descrita de GIP con factores 
de transcripción como β-catenina (Kanamori et al., 2003) podría asignarle una 
función como corregulador transcripcional. En esta memoria hemos confirmado 
la expresión de GIP en el núcleo celular mediante inmunotransferencia Western 
de proteínas solubles de núcleos aislados de cerebro de rata. Los datos 
suministrados en esta memoria mediante técnicas de microscopía óptica en 





Otro dato interesante de nuestros estudios de doble-híbrido en levadura, donde 
descubrimos la interacción GIP-GAB, es que el cDNA de GIP activa la 
transcripción cuando se subclona en el vector que posee el dominio de unión al 
DNA, sin necesidad de complementarse con el dominio de activación de la 
transcripción, lo que sugiere que puede per sé activar la transcripción (Olalla et 
al., 2001). La capacidad de la proteína GIP de actuar como un factor de 
transcripción in vivo podría estar relacionada, de alguna forma, con la hipótesis 
sugerida anteriormente en la que se postula que GAB podría funcionar como 
corregulador de la transcripción. De hecho, ambas proteínas (GIP y GAB) 
interaccionan específicamente (Olalla et al., 2001), y esta unión es capaz de 
afectar a la actividad enzimática GA (Aledo et al., 2001).  
  5.4 Aislamiento y caracterización de proteínas nucleares que 
interaccionan con GIP 
 Para ayudar a elucidar la función nuclear de la proteína PDZ GIP, 
realizamos un estudio de búsqueda de proteínas que interaccionan con ella 
empleando una metodología proteómica consistente en la cromatografía de 
afinidad y espectrometría de masas en trampa de iones con ionización ESI (LC-
EM).  
 El análisis del interactoma nuclear cerebral de GIP requiere de una 
cuidadosa preparación de las muestras, que permita la obtención de un extracto 
soluble enriquecido en proteínas nucleares y libres de contaminantes de otros 
orgánulos subcelulares. Este último requerimiento fue difícil de mantener, 
debido a que en todas las extracciones de proteínas nucleares siempre 
observamos una leve contaminación mitocondrial. No obstante, las proteínas 
mitocondriales identificadas en el motor de búsqueda Mascot fueron 
minoritarias. Así, mediante la cromatografía de afinidad se aislaron proteínas 
nucleares de extractos cerebrales totales de rata que se asocian a GIP (positivos), 
tras eliminar las proteínas que interaccionan de forma inespecífica (falsos 
positivos) mediante una cromatografía previa con BSA-Sefarosa. En esta primera 





interacciones fuertes, por lo que en los tres experimentos realizados la unión de 
las proteínas a GIP en la columna se efectuó a alta fuerza iónica (0.35 M NaCl). 
Obviamente, somos conscientes de que en esas condiciones perdemos 
interacciones débiles (transitorias) que también pueden ser relevantes desde un 
punto de vista funcional. Las proteínas que aparecen como positivos en la Tabla I 
(véase en resultados, apartado 4.8.2) son exclusivamente aquéllas identificadas 
en un mínimo de dos experimentos de los tres ensayos independientes 
realizados. 
 Otro hecho a resaltar es la relativa abundancia de positivos con una masa 
molecular elevada, pese a que a las condiciones de electroforesis SDS-PAGE 1D 
utilizadas para preseleccionarlos sólo permiten visualizar proteínas de 120-140 
kDa, aproximadamente. Suponemos que durante la preparación de los extractos 
nucleares, pese a la presencia de inhibidores de proteasas, o en las 
cromatografías de afinidad, se originaron fragmentos peptídicos conteniendo los 
dominios de unión a GIP y procedentes de proteínas de elevada masa molecular. 
Esto explicaría la identificación de positivos con masa molecular muy superior al 
límite de fraccionamiento del gel SDS-PAGE empleado, así como la menor 
puntuación obtenida en el motor de búsqueda Mascot para estas proteínas 
concretas, debido a la menor cobertura de secuencia de los péptidos trípticos 
generados a partir de los fragmentos proteolíticos. 
Para seleccionar los positivos más relevantes fue muy útil el empleo de 
herramientas bioinformáticas de análisis de interacciones proteína-proteína; 
estos positivos fueron posteriormente validados por SELDI-TOF e IP con 
anticuerpos específicos. Un dato relevante adicional fue la ausencia de isoformas 
GLS2 en nuestro panel de positivos, a pesar de que en esta memoria hemos 
demostrado que GAB (y/o LGA) está en el núcleo de neuronas y astrocitos; más 
áun, GAB fue previamente identificada como proteína que interactúa con GIP por 
nuestro grupo de investigación (Olalla et al., 2001). Esta ausencia probablemente 
obedece a la escasa abundancia de GAB en el extracto nuclear cerebral, en 





promiscuidad en la unión mostrada por GIP, una proteína PDZ con una capacidad 
de asociación muy elevada a múltiples parejas que, de esta forma, podría 
impedir la unión de GAB a la columna de afinidad de GIP por efectos 
competitivos o estéricos. La constante de disociación, Kd, de la interacción fue 
determinada para la unión de GIP al péptido C-terminal de GAB, y estuvo en el 
rango de 10-30 µM para residuos individuales de GIP (Banerjee et al., 2008). Esta 
afinidad moderada entre GAB y GIP puede considerarse como muy adecuada 
para desempeñar funciones reguladoras (Nguyen et al., 1998). No obstante, la 
afinidad y especificidad de GIP por la proteína GAB completa ha sido 
rutinariamente explotada por nuestro grupo para purificar la GAB humana 
(sobre-expresada en sistemas de baculovirus recombinantes) en un solo paso 
cromatográfico (Campos-Sandoval et al., 2007). 
 Las putativas proteínas que interaccionan con GIP, identificadas por la 
metodología proteómica en tándem LC-EM, fueron validadas mediante 
metodología SELDI-TOF protein-CHIP. Esta metodología nos permitió poner a 
punto el protocolo para las IP a pequeña escala y validar algunos de los positivos 
identificados en el estudio, mediante la obtención de espectros de masa con 
picos proteicos a una relación m/z idéntica, o muy cercana, a las masas teóricas 
del positivo y de la proteína GIP recombinante humana utilizada como control 
interno. Esta validación y preselección de positivos fue muy conveniente, debido 
a que por su gran sensibilidad requiere poca cantidad tanto de extracto nuclear 
proteico así como de los anticuerpos positivo-específicos. 
 La tecnología SELDI-TOF MS es una herramienta  válida y reproducible para 
estudiar perfiles de proteínas de muestras comparables. El uso de la técnica 
combinada con el uso de la tecnología chips de proteína, utilizando anticuerpos 
como dispositivos de captura por afinidad, se ha utilizado con éxito en la 
detección y cuantificación de diferentes proteínas por EM en complejos de 
mezclas biológicas (Florian et al., 2004). Además, nos permitió la validación e 
identificación de varios picos proteicos distintivos en las diferentes muestras. 





molecular. Todos los datos obtenidos mostraron alta reproducibilidad, 
especificidad y sensibilidad. La validez del análisis de los patrones proteómicos 
fue confirmada al incluir en los ensayos proteína GIP recombinante humana, 
cuya masa molecular fue identificada en todas las inmunocapturas donde ésta 
fue adicionada como control interno. Queda pendiente confirmar la identidad de 
esos picos identificados en SELDI-TOF (con la m/z teórica esperada para el 
positivo en cuestión y la GIP de rata), tras su digestión tríptica y mediante la 
cromatografía líquida y EM con trampa de iones ESI. 
 Para conseguir una presentación y discusión de los resultados más clara, 
hemos distribuido los positivos detectados (y algunos posteriormente validados) 
en cuatro grandes grupos. La discusión la centraremos en las proteínas que se 
han confirmado mediante inmunoprecipitación y análisis mediante tecnología 
SELDI-TOF. 
 GRUPO I: NEUROFILAMENTOS, MEMBRANA/ENVOLTURA NUCLEAR: 
 queratina CK-1, queratina CK-5, queratina CK-14, β-Spectrin, Plectin 11, 
Nestin,  APC, β-COP. 
 Las proteínas encontradas en este grupo desempeñan básicamente 
funciones estructurales, si bien algunas de ellas son consideradas también como 
proteínas andamio (término inglés scaffold), que suministran un soporte al cual 
pueden unirse múltiples proteínas que participan en rutas de señalización, dando 
lugar a complejos proteicos multifuncionales. Centraremos la discusión de estos 
resultados sólo en aquellas proteínas que se han validado mediante co-
inmunoprecipitación como interactores de GIP y algunas otras proteínas que 
podrían ser objeto de estudio en futuros experimentos. 
 La proteína que vamos a comentar con más detalle de este primer grupo de 
proteínas estructurales, que pueden tener un papel en los neurofilamentos 
internos de la envoltura nuclear, es la proteína β-COP, seleccionada para la 
confirmación de la interacción con GIP mediante inmunocaptura. La envoltura 





sistema de membranas lipídicas denominado envoltura nuclear. El transporte de 
biomoléculas entre el núcleo y el citoplasma se consigue gracias a los 
denominados poros nucleares, complejos proteicos formados entre las 
membranas nucleares externa e interna que actúan a modo de canales para el 
tráfico de moléculas. Existen miles de complejos macromoleculares del poro 
nuclear en la envoltura nuclear. Se ha demostrado que proteínas del poro 
nuclear, denominadas nucleoporinas, interaccionan con varias proteínas del 
complejo coatómero, entre ellas la β-COP (Liu et al., 2003). Los autores sugieren 
una relación entre la maquinaria de tráfico vesicular de proteínas (β-COP) y el 
mecanismo de ruptura de la envoltura nuclear que ocurre durante el ciclo celular 
de las eucariotas superiores. Por último, β-COP posee determinantes 
estructurales que explicarían su unión con GIP: así, posee una agrupación de 
hélices α enrolladas en torno a un eje común, formando una súper hélice 
dextrógira conocida como plegamiento tipo-armadillo. Este motivo está 
presente, por ejemplo, en el factor de transcripción β-catenina, una proteína que 
se ha demostrado que interacciona con GIP (Kanamori et al., 2003). 
   GRUPO II: REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL: 
 Histona H1.2, Nucleolin, CASK, BAT-2, Zinc finger protein 219, Hexoquinasa 
2, MAGED2, ELP1, NAC-1, Hnrnpa2b, BRCA-1, Histona A2/B, Selective LIM 
binding factor,  APC, THO complex subunit 5 Homolog y MADD. 
 En este grupo II hemos clasificado a proteínas aisladas e identificadas que 
interactúan con GIP y que desempeñan funciones en la regulación de la 
expresión génica, bien favoreciendo el empaquetamiento de la cromatina en el 
núcleo celular, bien actuando como factores de transcripción o co-reguladores 
transcripcionales (activadores o represores) y, por último, participando en el 
procesamiento de mRNA precursores en el proceso de ayuste (eliminación de 
intrones y unión de exones) que origina los mRNAs maduros en el núcleo celular. 
 Dado que varios autores han confirmado la función de GIP en la regulación 





al., 2003), este grupo de positivos puede ser considerado como el que presenta 
mayores probabilidades de confirmarse como proteínas que realmente se 
asocian e interactúan con GIP. Esta aseveración se apoya también en los 
resultados previos de localización subcelular de GIP, que muestran la presencia 
de esta proteína en núcleo de cerebro de mamíferos (Olalla et al., 2008), hecho 
que también ha sido confirmado mediante ensayos inmunohistoquímicos en esta 
memoria. 
 Estudios recientes han demostrado que APC (adenomatosis polyposis coli), 
una proteína PDZ identificada inicialmente en cáncer de colon, se expresa 
abundantemente en cerebro y ejerce una importante función en procesos de 
señalización neuronal (Brakeman et al., 1999). La proteína APC es un supresor 
tumoral que contiene 7 repeticiones armadillo (ARM) en tándem, importantes 
para la transducción de señales a través de la ruta de las proteínas Wnt. La 
proteína APC se une también a filamentos intermedios y es requerida para la 
reorganización del citoesqueleto durante la migración celular en astrocitos en 
cultivo (Sakamoto et al., 2013). Los trabajos publicados por estos autores han 
demostrado la relación entre la pérdida de expresión de APC y la desorganización 
de estos filamentos intermedios en gliomas y células cancerosas. En astrocitos 
migrantes, mediante inmunofluorescencia, se observó que APC colocaliza en 
microtúbulos con otro de nuestros positivos, la vimentina, no incluida en la Tabla 
II que resume los positivos más destacados de GIP, debido a la poca puntuación 
obtenida para esta proteína en el motor de búsqueda Mascot. El rol de la 
proteína APC permite sugerir que GIP pudiera participar en la reorganización de 
filamentos intermedios. La proteína APC puede formar co-polímeros, tanto in 
vivo como in vitro, cuando se combina con las proteínas que forman parte de los 
filamentos intermedios tipo II, como la vimentina. 
 La proteína APC posee dos señales de importe nuclear y dominios 
estructurales adicionales que facilitan este importe. Entre otras funciones, la 
proteína APC se opone a los efectos transcripcionales mediados por  β-catenina. 





probablemente se produce facilitando su degradación citosólica o mediante su 
secuestro en el núcleo, lo que impediría la expresión de genes estimulados por 
Wnt (Henderson et al., 2002) (véase Fig. 50). Como se ha mencionado 
anteriormente, trabajos realizados por Mutsumi et al. (2003), describieron 
claramente la interacción entre las proteínas GIP y β-catenina, lo que conduce a 
una disminución en la actividad transcripcional de β-catenina. Asimismo, ambas 
proteínas (β-catenina y APC) pueden entrar y salir del núcleo de una manera 
independiente (Henderson et al., 2002). En esta memoria hemos detectado una 
interacción entre GIP y APC en el núcleo de células cerebrales. Se podría 
especular que APC puede inhibir los efectos de β-catenina fortaleciendo su 









 Figura (50). Transporte núcleo-citoplasma de β-catenina mediado por APC. La proteína 
APC exporta activamente β-catenina desde el núcleo al citoplasma, donde sus niveles están 
regulados por degradación. En la figura, se incluye la putativa interacción GIP-APC, que podría 
promover la inhibición de los efectos transcripcionales de APC/β-catenina e inhibición de la 
proliferación. 
 
  El DNA genómico se empaqueta en el núcleo de las células eucariotas 
formando la estructura de cromatina. La subunidad fundamental de esta 
estructura es el nucleosoma, constituido por un octámero de histonas (H2A, H2B, 
H3 y H4, dos copias de cada una de ellas) sobre los que se superenrolla el DNA 
formando dos vueltas de superhélice levógira. Cada nucleosoma se une al 
siguiente por un fragmento de DNA espaciador de aproximadamente 146 pares 





Existen diferentes subtipos de histonas H1, pero todas se caracterizan por su 
fuerte carácter básico lo que facilita su unión a los grupos fosfodiéster del DNA 
cargados negativamente a pH fisiológico y, de esta forma, estabilizan de forma 
notable los estados altamente condensados y empaquetados de las fibras de 
cromatina. La mayoría de las histonas H1 poseen una estructura tridimensional 
similar consistente en un dominio globular central, un corto segmento no 
estructurado en la región N-terminal y una larga cola de aminoácidos básicos 
(notablemente lisina) en el extremo carboxilo terminal. Esa cola básica C-
terminal es la que interacciona con el DNA espaciador. El dominio globular posee 
un racimo de tres hélices α que posee una homología estructural con el motivo 
hélice-giro-hélice presente en las proteínas que unen DNA. 
 La proteína H1.2 es otro de los positivos relevantes en este grupo. El 
interés de esta histona H1.2, como proteína de interacción con GIP, radica en el 
hecho de que las histonas H1 no desempeñan meramente un papel estructural 
en la cromatina, sino que tienen un papel muy importante en la regulación 
transcripcional. Evidencias experimentales sugieren que la unión o la disociación 
reversible de esta histona en los nucleosomas determinarían la accesibilidad del 
DNA del nucleosoma a la maquinaria transcripcional. Así, una proteína como GIP 
podría actuar reforzando la unión de la histona H1 a los nucleosomas, ocupando 
entonces las regiones promotoras de genes concretos y actuando de esta forma 
como un represor de la transcripción génica. Alternativamente, el 
desplazamiento de H1 por otra proteína (como GIP) podría dejar accesible la 
región promotora a determinados factores de transcripción, con lo que se 
activaría la transcripción en esas regiones concretas de la cromatina. Así, la 
histona H1 se puede considerar como una puerta hacia las regiones promotoras 
del DNA, que puede permanecer cerrada o abierta a los factores de 
transcripción. En este contexto, resulta muy interesante recordar que GIP 
interacciona en núcleo con el factor de transcripción β-catenina, reduciendo la 
transcripción de los genes controlados por este factor y, al mismo tiempo, 






 Por último, resulta pertinente incluir aquí un comentario sobre la 
especificidad de la unión entre GIP y la histona H1.2. En principio, podemos 
descartar la unión inespecífica entre ambas, ya que la cromatografía de afinidad 
se hace a pH 8, condiciones en las que la histona tendrá una fuerte cargada 
positiva y GIP estará con carga neta nula, ya que su punto isoeléctrico es 
aproximadamente 8.0. Precisamente elegimos ese pH en la cromatografía para, 
de esta forma, disminuir la unión inespecífica de proteínas por atracciones 
electrostáticas. Por otra parte, desconocemos los motivos o dominios que 
pudieran estar implicados en la unión GIP-H1.2. La histona H1.2 está fosforilada, 
ADP-ribosilada y acetilada en residuos específicos. Estas modificaciones 
postraduccionales están también relacionadas con el control de la transcripción. 
   GRUPO III: CASCADAS/RUTAS DE SEÑALIZACIÓN: 
 Cadherin-2, APC, PLCB4, BAT2 y ITPR3 
 Las proteínas incluidas en este grupo están implicadas en la 
intercomunicación celular a través de señales de todo tipo (hormonas, 
citoquinas, factores de crecimiento, péptidos, etc.) que regulan la proliferación, 
diferenciación, metabolismo, el comportamiento celular e incluso la muerte 
celular programada (apoptosis). Cuando estas señales llegan a las células diana, 
interaccionan con sus respectivos receptores y se produce la activación de rutas 
específicas de transducción de señales. Seguidamente, las señales son 
transmitidas en el interior de la célula hasta los puntos en que se regula el 
metabolismo, la transcripción y traducción de genes, etc., para generar una 
respuesta adecuada. Cada señal extracelular es transducida a través de múltiples 
rutas o cascadas de señalización, en las que intervienen numerosas proteínas 
que ganan y/o pierden su actividad biológica mediante diversas modificaciones 
tales como la fosforilación, defosforilación y translocación intracelular.  
 La proteína PLCB4 fue también seleccionada para la validación por SELDI-
TOF. Estos estudios no permitieron observar picos de proteínas representativos a 





obstante, no descartamos su la validación como potencial proteína que se asocia 
con GIP hasta la validación e identificación de positivos que efectuaremos en 
breve por nano-HPLC y EM ESI, posteriores a la elución de los complejos 
proteicos formados con anticuerpos anti-PLCB4 en los chips de proteínas. Esta 
proteína forma parte de una familia de enzimas fosfolipasa C que participan en 
el metabolismo de los fosfatidilinositol bisfosfato (PIP2) y las vías calcio-
dependientes de la señalización celular relacionadas con lípidos.  
 Hasta la fecha, no se ha reportado alguna información relacionada con su 
función en el núcleo celular, si bien, se conoce que la localización intracelular de 
la isoenzima PLCB4 podría estar regulada circadianamente en hígado de ratón 
(Klein et al., 2008). Las proteínas “reloj”, una vez en el citoplasma, necesitan 
dimerizar antes de su translocación nuclear. Aunque esto no parece ser 
necesario para PLCB4 ya que contiene, en su extensión C-terminal, una secuencia 
de importe al núcleo. 
 GRUPO IV: FORMACIÓN Y TRÁFICO DE VESÍCULAS DE TRANSPORTE: 
PICCOLO, RABPHILIN-11, Synaptotagmin-17, β-COP, KIFC1 y BASSOON  
  El protocolo generalmente usado para el aislamiento de núcleos intactos 
se basa en su fraccionamiento con sacarosa 2.3 M. Normalmente, la alta 
viscosidad del medio tiene como consecuencia que las partículas sedimenten 
muy despacio, por lo que se requieren altas velocidades de centrifugación y 
tiempos prolongados de ésta. Estos protocolos son susceptibles de 
contaminación por otros orgánulos subcelulares como mitocondrias y retículo 
endoplasmático (RE). Durante el aislamiento de la fracción nuclear, algunas 
vesículas del RE podrían adherirse a la superficie del núcleo (Wilkie et al., 2011). 
Esta última contaminación podría deberse a la continuidad de este orgánulo con 
la membrana nuclear externa (ONM) (Callan et al., 1950). En nuestro caso, sólo 
detectamos una leve contaminación mitocondrial en los núcleos aislados 
mediante inmunotransferencia Western con anticuerpos específicos de 





identificadas en el análisis por EM. Las mitocondrias también pueden adherirse a 
la superficie de la envoltura nuclear, pese a que la mayoría de ellas deberían ser 
teóricamente removidas mediante la homogenización Dounce y la separación 
posterior en un gradiente de sacarosa, donde la mayoría de membranas 
contaminantes flotan. En los procedimientos para aislar mitocondrias se ha 
detectado frecuentemente contaminación por sinaptosomas; de esta forma, la 
existencia de una mínima contaminación mitocondrial en los extractos nucleares, 
podría conllevar una contaminación adicional por vesículas debido a la presencia 
de sinaptosomas (Grahamm, 2001) y/o RE (Gavin et al., 2011). No obstante, este 
hecho parece poco probable debido a que su coeficiente de sedimentación (102-
104 S) es mucho menor que los coeficientes de sedimentación de orgánulos 
nucleares (106-1075 S) y el de mitocondrias (104-105 S). De no haber 
contaminación por vesículas, estaríamos reportando, por primera vez, una 
localización nuclear de proteínas como Bassoon. 
 Se han propuesto tres mecanismos para el tráfico de proteínas al núcleo 
celular y que participan activamente en el proceso de remodelado de la 
envoltura nuclear: la difusión lateral en la cara externa de la membrana nuclear, 
el clásico transporte de proteínas mediado por el complejo de proteínas del poro 
nuclear y la fusión de vesículas desde la ONM/RE con la membrana nuclear 
interna (Poonam et al., 2009). Este último mecanismo precisa proteínas que 
están involucradas en la formación y tráfico de vesículas de transporte (Barona et 
al., 2005). Un hecho que complica este último mecanismo de transporte nuclear 
es la masa molecular de algunas proteínas: aunque no se conoce bien el límite en 
tamaño de las proteínas que son transportadas por este sistema, aquéllas que 
contengan una masa molecular elevada podrían no acceder a la membrana 
nuclear interna incluso teniendo señales de importe nuclear (Wu et al., 2002).  
 En cerebro, el mecanismo de liberación de neurotransmisores en las zonas 
de contacto entre neuronas (sinapsis) está basado en la exocitosis de vesículas 
sinápticas (SV) disparada por un aumento en la concentración de Ca2+. Las 
vesículas sinápticas se acumulan en unos sofisticados compartimientos 





rápida y regulada de neurotransmisores. La fusión de las vesículas sinápticas con 
la membrana plasmática de la neurona presináptica está bajo un estricto control 
espacio-temporal, ya que las vesículas únicamente se unen, fusionan y liberan 
neurotransmisores en un área restringida y altamente especializada de la 
membrana plasmática presináptica denominada zona activa (AZ). La AZ está 
estrechamente asociada a una matriz del citoesqueleto. Hasta la fecha, se han 
caracterizado cinco familias de proteínas cuyos miembros están particularmente 
enriquecidos en la zona activa: Munc13, RIM, ELKS, Piccolo y Bassoon (Schoch y 
Gundelfinger, 2006). 
 Bassoon es una proteína altamente fosforilada e involucrada en la 
arquitectura molecular de la citomatriz de terminales nerviosos presinápticos, 
posee una Mr de 400,000, dos dobles dedos de Zn, varios dominios de ovillos 
entrelazados (coiled-coil) y un segmento de poli-Gln (24 y 11 residuos en rata y 
ratón respectivamente), la mayoría codificados por repeticiones nucleotídicas 
CAG. La anormal expansión de estas repeticiones CAG/Gln en estos 
genes/proteínas, como hemos mencionado anteriormente, están relacionados 
con un gran número de desórdenes clínicos humanos que incluyen a la 
enfermedad de Huntington’s y la ataxia cerebral autosómica que están 
caracterizadas en procesos neurodegenerativos (Reddy and Housman, 1997).  
 En cultivo de neuronas hipocampales, Bassoon colocaliza con la proteína 
vesicular sináptica sinaptofisina y con Piccolo, un componente de la citomatriz 
presináptica. A nivel ultra-estructural, Bassooon se ha detectado en terminales 
axónicos de neuronas hipocampales, particularmente enriquecido en las zonas 
activas vecinas. La proteína está involucrada en la organización de la citomatriz 
en las zonas de liberación de neurotransmisores (Dieck et al., 1998). Aunque se 
han identificado un número de proteínas involucradas en la fusión de SV y en el 
proceso de endocitosis, el mecanismo celular que  restringe dicha función  en AZ 
está aún por esclarecer.  Una apropiada organización de  la citomatriz en la zona 
activa es esencial para una segura liberación de neurotransmisores desde las 





 La neurotransmisión en el cerebro depende críticamente del 
mantenimiento de la sinapsis, así como del mantenimiento del recambio de 
proteínas sinápticas. Actualmente, se ha comprobado que proteínas de la AZ, 
como Piccolo y Bassoon, ambas aisladas en nuestros ensayos de interacción con 
GIP, frenan la tasa de recambio de proteínas presinápticas por restricción de la 
actividad E3-ubiquitina ligasa de la enzima Siah1, previniendo así procesos 
neurodegenerativos (Kononenko et al., 2013). La abundancia de proteínas 
sinápticas es controlada por una cascada de enzimas involucradas en la 
ubiquitinación de sustratos proteicos y en su posterior degradación.  
 Trabajos recientes basados en mutaciones hipomórficas en ratones DKO 
(doble knockout) Piccolo/Bassoon-deficientes (exón 14 suprimido), sugieren que 
ambas proteínas están implicadas en la organización de vesículas sinápticas 
(Mukherjee et al., 2010). La proteína Piccolo contiene un dominio PDZ, el análisis 
de su estructura primaria ha revelado que es una proteína multidominio que 
posee dos motivos dedos de Zn, tres dominios de ovillos entrelazados (coiled-
coil) y varias regiones ricas en prolina (Fig. 53). No es de extrañar, por tanto, que 
Piccolo pueda interactuar con una gran cantidad de proteínas (Fenster et al., 
2000). Los ratones DKO Piccolo/Bassoon inducen la degradación de proteínas 
que participan en la formación de cadenas poliubiquitinadas mediante la 
interacción directa con la actividad E3 ubiquitina ligasa de SiaH1 (Waites et al., 
2013). Esta interacción, que podría también estar mediada por GIP, sirve como 
regulador clave del recambio de proteínas sinápticas y el mantenimiento del 
















 Figura (52) Piccolo/Bassoon, reguladores claves del recambio de proteínas sinápticas y 
control de la sinapsis, restringiendo la actividad de E3 ubiquitina ligasa de Siah1 mediante la 
unión de su motivo dedo de Zn al dominio Ring de Siah1. Esta interacción inhibe la maquinaria 
de ubiquitinación presináptica procurando el mantenimiento de la integridad sináptica. La 
represión de la expresión de Piccolo/Bassoon dispara la poliubiquitinación y, como consecuencia, 
la degradación aberrante de proteínas SV, la acumulación de orgánulos degradativos y la 
posterior eliminación de la sinapsis. 
 Se ha confirmado la asociación de Bassoon con proteínas como CtBP1 y 
CAST (Takao-Rikitsu et al., 2004). La proteína CtBP1 es una proteína 
multifuncional nuclear, involucrada en la fusión de vesículas, que fue 
originalmente identificada como co-represor transcripcional. Además, esta 
proteína se ha descrito que se asocia funcionalmente con APC (positivo validado 
de GIP). Estas interacciones contribuyen a la organización de moléculas en la 
zona activa neuronal para la liberación de neurotransmisores. Destacar que la 
expresión y sobreexpresión de Bassoon en células neuronales jóvenes, y no 
neuronales como COS-7, conduce a la formación de complejos  
macromoleculares en el citosol (Dresbach et al., 2006) y está implicada en el 
secuestro e incorporación de CtBP1 desde el núcleo celular a complejos pre-








 Figura (53): Dominios estructurales de la proteína Piccolo (Rattus novergicus): Q, siete 
repeticiones ricas en prolina, Zn, dedos de zinc; PRS, secuencia rica en prolina; CC, dominio de 
ovillos entrelazados (“coiled-coil”), PDZ, dominio PDZ; y C2, dominio C2. 
 
 La proteína β-COP ya fue comentada en el grupo I por su implicación en la 
formación del poro nuclear. Esta proteína, junto a otras similares, forma el 
complejo coatómero, un agregado que interviene en el tráfico intracelular de 
proteínas formando la cubierta de un tipo de vesículas de transporte: las que 
llevan proteínas desde el RE hasta el aparato de Golgi y de allí hasta su destino 
final. Es por este motivo que β-COP también se ha incorporado en el grupo IV de 
proteínas que intervienen en la formación y tráfico de vesículas de transporte. 
Las vesículas de transporte tienen diferente composición de proteínas en su 
cubierta, unas están formadas por la proteína clatrina y otras por el complejo 
coatómero I ó II (COPI y COPII). En concreto, β-COP es una subunidad del 
coatómero COPI. El tipo de proteínas localizadas en la superficie de la vesícula es 
muy importante para seleccionar de forma específica la carga proteica que es 
transportada en la vesícula. Las vesículas COPI participan fundamentalmente en 
el transporte de proteínas entre los distintos compartimentos del complejo de 
Golgi y, como vimos en la discusión del grupo I, en la envoltura nuclear. Así pues, 
proteínas como β-Cop, Bassoon y Piccolo, pese a que no podemos descartar aún 
que procedan de una contaminación, poco probable por las razones antes 
comentadas, podrían ser la base de un mecanismo de transporte (importe o 
exporte) aún no descrito, de proteínas como GAB y/o GIP a otras locaciones 


















































1) En el presente trabajo se ha confirmado la expresión simultánea en neuronas 
de isoformas glutaminasa Gls y Gls2 con un patrón diferencial: Gls 
fundamentalmente en mitocondrias y Gls2 de forma mayoritaria en núcleo. Los 
estudios inmunohistoquímicos demuestran que estas isoformas se expresan 
fundamentalmente en regiones cerebrales y tipos celulares asociados con la 
neurotransmisión glutamatérgica, corroborando el papel de glutaminasa como la 
principal enzima de síntesis del neurotransmisor excitador glutamato en el 
cerebro de mamíferos. Sin embargo, la glutaminasa no puede ser considerada 
como un marcador exclusivo de neuronas glutamatérgicas, ya que las dos 
isoformas de esta enzima han sido encontradas también en neuronas 
pertenecientes al sistema inhibidor GABAérgico. 
 
2) Hemos determinado, por primera vez, la existencia de isoformas glutaminasa 
Gls y Gls2 en células gliales astrocitarias, a nivel de mRNA mediante 
transferencias RT-PCR cuantitativa, y a nivel de proteína mediante transferencias 
Western y con técnicas inmunocitoquímicas, utilizando anticuerpos isoforma-
específicos. La localización subcelular de ambas isoformas en astrocitos fue 
similar a la encontrada en neuronas. Así mismo, hemos demostrado que en 
poblaciones discretas de astrocitos la enzima glutaminasa es funcional y posee 
actividad enzimática. Este hecho constituye un dato importante a tener en 
cuenta en el papel funcional que ha sido adjudicado a este tipo celular en el ciclo 
glutamina-glutamato y en la sinapsis tripartita. 
 
3) Las isoformas Gls y Gls2 son expresadas abundantemente por elementos 
nerviosos localizados en la periferia de algunos vasos sanguíneos cerebrales 
intraparenquimales. En algunos de estos vasos hemos demostrado actividad 
enzimática glutaminasa in situ. Esto podría constituir el sustrato neuroanatómico 
del acoplamiento funcional glutamato-vasodilatación. 
 
4) Estudios en líneas celulares de cáncer humano han permitido encontrar una 






en núcleo incrementó al inducir la diferenciación de las células de cáncer con 
ésteres de forbol o en líneas tumorales que sobre-expresan Gls2 y poseen un 
fenotipo menos transformado que la cepa parental. La localización subnuclear de 
Gls2 en células de cáncer humano demostró una distribución espacial por todo el 
nucleoplasma y sin segregación con algún orgánulo subnuclear. La función 
nuclear de las isoformas Gls2 en líneas celulares de cáncer humano se asoció con 
la diferenciación celular lo que explicaría la represión de su expresión en muchos 
tipos de cáncer.  
 
5) Los estudios inmunohistoquímicos en cerebro de mamíferos utilizando un 
anticuerpo específico para GIP demuestran que esta proteína está presente en 
neuronas y astrocitos con una localización subcelular múltiple que incluye el 
núcleo, citoplasma y mitocondria. La localización nuclear de GIP y Gls2 en 
neuronas y astrocitos constituye un hecho de gran relevancia y plantea nuevas 
perspectivas en cuanto al papel funcional de estas proteínas en cerebro, 
particularmente en la regulación transcripcional. 
 
6) La cromatografía de afinidad en tándem con la cromatografía líquida acoplada 
a la espectrometría de masas constituye una metodología proteómica muy válida 
que nos permitió elucidar el interactoma nuclear cerebral de la proteína GIP. Los 
positivos obtenidos de este análisis se agruparon en bloques funcionales 
involucrados con el remodelado del citoesqueleto, las rutas de señalización, la 
regulación de la transcripción y el tráfico y formación de vesículas. Algunos de 
estos positivos fueron validados por IP y tecnología proteómica Protein-
Chip/SELDI-TOF y demuestran que GIP es una proteína multifuncional que podría 


















1. Medios de cultivo para bacterias 
Medio LB (Luria Bertani) 
Bactotriptona 10 g 
Extracto de levadura 5 g 
NaCl 10 g 
 
El pH se ajustó a 7,4 y el volumen a 1 litro. Para hacer medio sólido, se 
añadieron 16 g/l de agar. A continuación se esterilizó por autoclave. 
Cuando se necesitó selección por resistencia a ampicilina, ésta se añadió 
al medio a una concentración de 50 g/ml después de la esterilización y cuando 
la temperatura había descendido a 50 ºC como máximo. 
 
Medio 2XYT 
Bactotriptona 16 g 
Extracto de levadura 10 g 
NaCl 5 g 
 
El pH también se ajustó a 7,4 y el volumen a 1 litro. A continuación se 
esterilizó por autoclave. 
 
Medio 2XYTA 
Se añadió al medio 2XYT ampicilina a una concentración de 100 mg/ml, 
después de la esterilización y cuando la tamperatura había descendido a 50 ºC 
como máximo. 
 
2. Soluciones de carácter general 
Tampón TE pH 8 
Tris-HCl  10 mM (pH 8) 





KCl 6,19 mM 
NaCl 0,15 mM 
NaH2PO4 1,65 mM 
Na2HPO4 9,35 mM 
Tween-20 0,1% (v/v) 
 
3. Soluciones para el aislamiento de DNA plasmídico 
Solución de Lisis 
SDS 1% (p/v) 
NaOH 0,2 M 
 
Solución Neutralizante 
Acetato potásico (5 M) 60 ml 
Ácido acético glacial         11,5 ml 
Agua          28,5 ml 
 
4. Soluciones para la electroforesis de DNA 
Tampón TAE 50X (pH 7,2) 
Tris 2 M 
Acetato Sódico 1 M 
EDTA 50 mM 
 
Tampón de Carga de DNA 6X 
Sacarosa 25% (p/v) 
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v) 







5. Soluciones para la electroforesis de proteínas y transferencias 
Western 
Tampón de Carga de Proteínas 6X 
Glicerol 36% (v/v) 
Azul de Bromofenol 0.012% (p/v) 
-mercaptoetanol 5% (v/v) 
SDS 10% (p/v) 
Tris-HCl 350 mM (pH 6,8) 
 
Tampón de Electroforesis 1X 
Tris 0,025 M 
Glicina 0,19 M 
SDS 0,1% (p/v) 
 
Solución de acrilamida-bisacrilamida:  
acrilamida 29.2% (p/v), bisacrilamida 0.8% (p/v). 
 
Gel concentrador: 
Tris 130 mM pH 6.8 
Acrilamida-bisacrilamida 5% (p/v) 
SDS 0,1% (p/v) 
Persulato amónico 0,1% (p/v) 
TEMED 0.05% (v/v) 
SDS 0,1% (p/v) 
Gel separador: 
Tris 375 mM pH 8.8 
Acrilamida-bisacrilamida 10-15% (p/v) 
SDS 0,1% (p/v) 
Persulato amónico 0,1% (p/v) 
TEMED 0.05% (v/v) 




Solución de Fijado 
2-propanol 25% (v/v) 
Ácido acético 10% (v/v) 
 
Solución Azul de Coomassie 
Azul de Coomassie R-250 0,25% (p/v) 
Metanol 50% (v/v) 
Ácido acético 10% (v/v) 
 
Solución Desteñidora 
Ácido acético 7% (v/v) 
Metanol 25% (v/v) 
 
Rojo Ponceau S 
Rojo Ponceau S 0,5 % (p/v) 
Äcido acético 1% (v/v) 
 
Tampón de transferencia 
Tris 25 mM 
Glicina 190 mM 
MeOH 20% (v/v) 
 
6. Soluciones para la purificación de proteínas 
Tampón I (pH 7,4) 
Na2HPO4 20 mM 
NaCl 0,5 M 
Imidazol 10 mM 
 
Tampón de elución (pH 8) 
Tris 50 mM 




KCl 150 mM 
 
7. Soluciones para la purificación de anticuerpos por afinidad 
Tampón de Acoplamiento pH 8,3 
NaHCO3 0,1 M 
NaCl 0,5 M 
 
Tampón Acetato pH 4 
Acetato sódico 0,1 M 
NaCl 0,5 M 
 
Tampón Tris pH 8 
Tris 0,1 M 
NaCl 0,5 M 
 
8. Soluciones para técnicas inmunocitoquímicas 
8.1 Soluciones tampón 
Tampón fosfato (PB) 0,2 M, pH 7,4 
NaH2PO4.H2O 6,9 g 
Na2HPO4.2H2O 26,7 g 
H2O hasta 1 litro 
 
Tampón fosfato (PB) 0,2 M, pH 7,4 
PB 0,2 M, pH 7,4 500 ml 
H2O  500 ml 
 
 
Tampón fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7,4 
NaCl 9 g 




8.2 Soluciones fijadoras 
Paraformaldehído al 4% en PB 0,1 M, pH 7,4 
Paraformaldehído 40 g 
PB 0,2 M, pH 7,4 500 ml 
H2O 500 ml 
 
El paraformaldehído se disolvió en 400 ml de agua previamente calentada 
a 60 ºC. Se añadieron unas gotas de NaOH concentrado hasta su completa 
disolución.  A continuación se filtró la disolución y se enrasó a 500 ml con H2O. Se 
dejó enfriar y después se añadieron los 500 ml de PB 0,2 M, pH 7,4. 
 
Paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 0,1% en PB 0,1 M, pH 7,4 




PB 0,2 M, pH 7,4 500 ml 
H2O 500 ml 
 
En primer lugar, se preparó la disolución de paraformaldehído como se ha 
descrito anteriormente. A continuación, se añadió el glutaraldehído. 
 
8.3 Crioprotección del tejido 
Sacarosa al 30% en PBS 0,1 M, pH 7,4 
Sacarosa 30 g 
Azida sódica 0,2 g 











Gelatina oro 1 g 
Alumbre de cromo y potasio 0,1 g 
H2O hasta 200 ml 
 
 Los portaobjetos se desengrasaron antes del tratamiento 
manteniendolos al menos 24 horas en una mezcla de alcohol:éter (1:1). La 
gelatina se disolvió en agua previamente calentada a 60 ºC. A continuación se 
añadió el alumbre, y una vez disuelto, la solución se filtró. Los portaobjetos se 
sumergieron en la gelatina caliente durante 15-20 segundos. Después se dejaron 
secar en una estufa a 37 ºC durante 24 horas. 
 
8.5 Microscopía electrónica 
Recubrimiento de rejillas con 0,5% de formvar en cloroformo 
Formvar 0,5 ml 
Cloroformo 99,5 ml 
 
Se recubrió un portaobjetos con una fina película de la solución de 
formvar y se dejó secar. A continuación se separó la película de formvar del 
portaobjetos y se depositó sobre H2O destilada. Las rejillas de un solo agujero se 
colocaron sobre la película de formvar y se recogieron con la ayuda de papel de 
parafina. 
 
Contrastado de rejillas con 0,25% de citrato de plomo en 0,1 N de NaOH 
Citrato de plomo 50 mg 
NaOH 80 mg 






 9. Solución para tinción de geles con Ag compatible con EM 
 Gel concentrador: 
Fijación:  etanol 40% (v/v) ácido acético 
glacial 10% (v/v). 
Sensibilización: etanol 30% (v/v), tiosulfato 
sódico 0,2% (p/v), acetato 
sódico 6.8% (p/v). 
Tinción: nitrato de plata 0.25% (p/v). 
Revelador: carbonato sódico 2.5% (p/v), 
formaldehido 0.04 % (v/v). 
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